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Seznam pouzitych zkratek

SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

A absorbance

3-ABA 3-aminobenzanthron

ACTH adrenokortikotropni hormon

BSA hovézi sérovy albumin

c koncentrace (koncentrace proteinu)

Co-A koenzym A

COX1 cyklooxygenasa

CYP cytochrom P450

cytc cytochrom c

Da dalton

DMSO dimethylsulfoxid

DNA deoxyribonukleova kyselina

DT-diaforasa NADPH:chinon oxidoreduktasa

EC ¢iselny kod enzymu

EtOH ethanol

FAD flavinadenindinukleotid (chinoidni forma)

(FADH, FADH,) (semichinoidni radikal, hydrochinon)

FMN flavinadeninmononukleotid (chinoidni forma)

(FMNH, FMNH;) (semichinoidni radikal, hydrochinon)

FMO flavin obsahujici monooxygenasa

GIT gastrointestinalni trakt

HPLC vysokotlaka kapalinova chromatografie
(high-pressure liquid chromatography)

HRP kfenova peroxidasa

IARC mezinarodni institut pro vyzkum rakoviny
(International Agency for Research on Cancer)

Km Michealisova konstanta

K’ zdanliva Michealisova konstanta

LPO laktoperoxidasa

M mol/l

M14, M18 metabolity 3-ABA

MFO systém monooxygenas se smiSenou funkci
(mixed function oxygenase)

MPO myeloperoxidasa

MS jaterni mikrosomy potkana

n Hillav koeficient

NADP'(NADPH) nikotinamidadenindinukleotidfosfat oxidovany (redukovany)
NATI1,NAT2 N-acetyltransferasa 1,2
3-NBA 3-nitrobenzanthron



Seznam pouzitych zkratek

N-OH-ABA
P1-P3

P450

PAU

PAPS

PB

PHO
RH

mRNA

ROH

R*OOH

RPM

SULT1, SULT2
T3

TRIS

UDP

uv

Vimax
Vo

w/v
B-NF

N-hydroxylamin

pufr ¢islo 1 -3

pigment s maximem absorbance pfi 450 nm (CYP)
polycyklické aromatické uhlovodiky

2'nebo 3’-fosfoadenosin-5"-fosfosulfat
fenobarbital

prostaglandin H synthasa

substrat

informacni ribonukleova kyselina
(messenger ribonukleotid acid)
hydroxylovany produkt
organicky peroxid

pocet otacek za minutu
sulfotransferasa 1,2
trijodthyronin
tris(hydroxymethyl)-aminomethan
uridinfosfat

ultrafialové zafeni

maximalni rychlost reakce
pocatecni rychlost reakce
hmotnost/objem

B-naftoflavon

molarni absorpéni koeficient
vinova délka



Uvod

1. UVOD

V sou€asné dob€ postihuji nadorovd onemocnéni stile vétsi pocet jedincu.
V Ceské republice onemocni v priibdhu Zivota nékterym z mnoha druhti nadorovych
onemocnéni bezmadla kazdy tfeti obCan a kazdy ¢tvrty na rakovinu zemie. Nadorové
onemocnéni se bohuzel posunulo na piedni misto z hlediska pti¢iny amrti"* ¥, Nejen, ze
jsou nadorova onemocnéni stale ¢etn€jsi, ale postihuji daleko vice jedincid v nizsi vékové
hranici®. Pro ilustraci je na nasledujicim obrazku uveden Casovy vyvoj poctu novych
ptipadi nadori mocového méchyte na 100 000 osob a pocet imrti na nadory mocového

méchyte na 100 000 osob v celé populaci CR.

P N
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Obr. 1 Vznik nddorii mocového méchyre a mortality v éase v CR®

VétSinou se o nadorech neuvazuje jako o dédi¢ném onemocnéni. Je vSak znamé,
ze asi 10 % nadorti miize vzniknout na genetickém podklad&. Ro&né je v Ceské republice
diagnostikovano pies 4,5 tisice Zen s nadorem prsu a pies 6 tisic nemocnych s nadorem
tlustého stfeva®™. Az 10 % znich mize mit dédiénou povahu. Riziko vzniku nadoru
je unositeld geneticky podminénych poruch mnohonésobné vy3Si nez u bézné

populace™®.

Ke vzniku nddorového onemocnéni pfispiva fada faktori, souvisejicich s dneSnim
zpasobem Zzivota. V prvi fadé je to nevhodna strava, obsahujici zvySené procento tukil
a cukri, dale nejrizngjsi aditiva a zplsob upravy potravin (napf. pyrolytické procesy
probihajici v mase pii vysokoteplotnich procesech, produkujici tvorbu karcinogennich

slougenin)® Dalsim velmi dilezitym vlivem, podporujicim vznik néadorového
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onemocnéni, je koufeni. Vyznamné misto pii zneCiSténi prostfedi naleZi nejen
automobilové dopraveé, kterdA v naSi republice stile vice stoupa, ale i zplodindm
pochazejicim z prumyslovych provozil, spaloven a tepelnych elektraren. Nesmime
opomenout ani dnes velmi ¢asto jmenovany faktor, ktery také patéi do skupiny vliva

vyvolavajicich vznik rakovinotvorného onemocnéni, a to stres.

1.1 Kancerogeneze

Kancerogeneze je proces, pfi kterém v organismu dochazi k transformaci
normalni, zdravé buriky v buriku nddorovou. Nasledné dochazi k nekontrolovanému déleni

a riistu t&chto iniciovanych bun&k v patologicky ttvar, tedy nador (tumor)™”,

Molekuldrni pfi¢inou vzniku rakovinotvorného onemocnéni je mutace v jaderné
DNA™. Mutace miiZe byt zpisobena vnitinimi faktory (spontanni mutace pki replikaci).
Nebo vnéjsimi faktory, mezi né patfi biologické vlivy (zastoupené viry a genetickymi
ptedpoklady), dale fyzikalni faktory (napf. radioaktivni a UV zafeni) a chemické Vlivy(w).
Tato zména na udrovni genetické informace zapiiini odklon buiikky od kontrolnich

a regula¢nich mechanismt bunééného ristu.
1.1.1 Nadorova onemocnéni, klasifikace nadoru

Nadory lze fadit dle n€kolika kritérii. Jednim z hlavnich kritérii je pivod tkané
z které nador vznikl (Tab. 1, str. 11). Dal§im hlediskem je rozdéleni podle schopnosti
nadoru pronikat do jiné tkané a proliferovat vni za tvorby nového nadoru. Dle této
schopnosti, tedy schopnosti metastazovat, jsou nadory oznaCoviany za benigni

a maligni®™'?.

+ Benigni nadory (nezhoubné): tyto nadory jsou dobfe ohrani¢eny a tudiz i snaze
odstranitelné chirurgickym zékrokem, nepronikaji do jiné tkané.

+ Maligni nadory (zhoubné): tyto nadory maji schopnost pronikat do jinych tkani
za tvorby dalSich sekundarnich nador.

Rakovinotvorné builkky mohou vzniknout v jakékoli tkani ¢i organu. Nejvice
¢etnou skupinou jsou nadory vzniklé z epitelidlnich tkani, pfes 90 % ptipadd rakoviny.

Nejéastéji byvaji zasaZeny plice, kiiZe a stteva®.
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Tabulka 1: Histogenetickd klasifikace ndadori®”

NORMALNI TKAN  BENIGNI TUMOR  MALIGNI TUMOR
EPITEL Povrchovy Papilom Karcinom
Zldzovy  Adenom Adenokarcinom
SVAL Kosterni Rhabdomyom Rhabdomyosarkom
Hladky Leiomyom Leiomyosarkom
CHRUPAVKA Chondrom Chondrosarkom
KOLAGENNI Fibrom Fibrosarkom
POJIVO
KOSTNI TKAN Osteom Osteosarkom
JATERNI TKAN Hepatom Hepatocelularni
karcinom
TUKOVA TKAN Lipom Liposarkom
NERVSTVO Centrdini Gliom Glioblastom
Periferni  Ganglioneurom Neuroblastom

1.1.2 Mechanismus kancerogeneze

Néador velmi ¢asto vznikd mutacemi protoonkogenti. Protoonkogen je strukturni

gen, kodujici protein, ktery se funkéné podili na regulaci déleni bunék a jejich diferenciaci.
Jeho pfitomnost v normalni buiice je jednou z hlavnich podminek normalniho ristu, déleni
a regulované diferenciace. Zména, mutace v protoonkogenu, se projevi ztratou téchto
funkci. Protoonkogen se aktivuje na onkogen, ktery vyvolava neoplastickou transformaci
buriky®.

Na regulaci bunééného cyklu se kromé protoonkoproteini podili také tumor
supresorové geny (antionkogeny). Produkty tumor supresorovych geni potlacuji
proliferaci normalnich somatickych bunék a udrzuji je v klidovém stadiu. Zména v téchto
dilezitych genech, protoonkogenech a tumor supresorovych genech, vede ke vzniku

mutaci a tudiZ k maligni transformaci zdravé buriky*'?.

Proces kancerogeneze je velmi slozity, multifdzovy proces, lze jej rozdélit
..... (10)

+ INICIACE

Béhem iniciace dochazi ke zméné genetické informace v normalni burice, ktera

vede ke vzniku modifikace v DNA. Mutace mtiZe byt rozpoznana a opravena.

11
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+ PROMOCE

V této fazi dochazi k jesté vétsi proliferaci primarn€¢ pozménénych bunek, pod
vlivem latek — promotort. Vé&tSina z nich ma pouze epigenetické vlastnosti, jejich ucinky
se proto mohou projevit az po puisobeni genotoxickych iniciatort. Velka ¢ast promotort je
tkanové specificka (napk. forbolester - specificky promotor pro vyvoj nadora kize)'”.
Promotory snadno reaguji s enzymy, které katalyzuji jednoelektronové oxidace. Produktem
téchto reakci jsou radikaly promotoru, které se Casto podileji na vzniku aktivnich forem
kysliku. Aktivni formy kysliku mohou vyvolat oxidativni zmény v DNA a tak aktivovat
protoonkogen"”. Tato faze miiZe trvat léta az desetileti. I toto stadium je jesté reverzibilni,

pii odstranéni promoéniho &initele, je moZné zastavit expanzi v nadorovy ttvar',

+ PROGRESE

Posledni faze kancerogeneze je oznaovana jako progrese. Latky, které v této fazi
pusobi, jsou oznaovany za progresory. Dochazi ke zméné doposud alespori Castecné
kontrolovaného ristu benigniho nadoru na rist nekontrolovany. Vznikd maligni nador.
Z ngj pak mohou buiiky cestovat krevnim fecistém, ¢i miznimi cestami na jiné misto
organismu, kde tak vznikaji metastize"”. Rt nadoru je doprovazen také angiogenezi
v nadorové tkani, kdy dochazi ke vzniku a ristu vice cév v oblasti nddoru. Za angiogenezi

jsou odpovédné vaskularni endotelialni ristové faktory".
+ Vyrazné vlastnosti nadorové buiky:

Nédorova burika se dokaZze vyhnout apoptoéze, miZe se neomezené¢ délit
(Je imortalizovand), sama si vytvafi potfebné ristové faktory, je necitlivd na inhibitory
rustu, ma zvySenou rychlost bunééného déleni, ma zménénou schopnost diferenciace,
neschopnost kontaktni inhibice, schopnost napadnout sousedni tkané, schopnost budovat

metastaze ve vzdalenych mistech, méa schopnost podpofit rist cév (angiogeneze)®.
1.1.3 Karcinogenni faktory

Faktory, které se podileji na vzniku nadorovych onemocnéni, lze rozdélit podle
jejich povahy do nasledujicich skupin:
+ Biologické faktory

K biologickym faktoriim fadime genetické ptedpoklady a nékteré viry1?.

12
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+ Fyzikalni faktory

Jsou zastoupeny ionizujicim zafenim, UV zafenim. Dale mechanickymi vlivy,

zpisobenymi velmi jemnymi pevnymi ¢asticemi (azbest).
+ Chemické faktory (karcinogeny)

Chemickym karcinogentiim je v soucasné dobé vénovana stale vétsi pozornost. Jiz
pfes 50 latek bylo organizaci IARC oznaeno za prokazatelné karcinogeny'”. Podle

mechanismu jejich pisobeni 1ze chemické karcinogeny rozd¢lit na:

genotoxické karcinogeny, které se vazi kovalentni vazbou na DNA za tvorby

aduktd

epigenetické karcinogeny, které modifikuji DNA nekovalentni vazbou, napf.

interkalaci (vmezetenim) do jeji dvousroubovicové struktury

karcinogeny zpisobujici zmény struktury molekul DNA, které poskozuji
strukturu DNA jedno- a dvoufetézovymi zlomy (single and double-strand break),
nebo miZe dojit ke zméné struktury DNA bifunkénimi ¢inidly, které zptsobuji

tzv. cross-linking (propojeni molekul)"”.

1.2 Biotransformace xenobiotik v organismu

Zpisob piemény a odstrafiovani nizkomolekularnich i vysokomolekularnich
cizorodych latek (xenobiotik) z organismu se uskuteéiiuje mechanismy oznacovanymi jako
biotransformace!". V&tsina xenobiotik patii mezi organické latky hydrofébni charakteru,
které prochazeji membranami a mohou se v organismu hromadit. Vylouceni xenobiotik
z téla je mozné, az po jejich metabolické pfeméné na polarnéj$i metabolity, coZ je hlavnim

cilem biotransformace"?.

Hydrofiln€)§i metabolity xenobiotik nemusi byt jen netoxické, biologicky inertni
latky, ale v zavislosti na chemické struktuie daného xenobiotika a na enzymovém systému,
ktery ho v organismu pfeméiiuje, se miZe naopak jednat o latky zna¢ného biologického
vyznamu. Misto, aby doSlo k detoxikaci dané latky, dochazi k jeji aktivaci. Metabolickou
aktivaci tohoto typu vyZaduje fada léCiv, ale aktivovano je také 98 % genotoxickych

kancerogeni™ . O puisobeni karcinogenii je zndmo, Ze fada z nich - tzv. proximalnich

13
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karcinogenli - musi projit biologickou aktivaci. Zatimco jen malé procento znich je

okamzitym karcinogenem - tzv. ultimalnim®.

Tyto dva procesy, detoxikaci a aktivaci, nelze od sebe vzijemné¢ oddélit. Tyz
enzym se muze ucastnit napf. v detoxikaci jedné chemické latky a pfitom zvySovat toxicitu
latky druhé. Velice slozité vztahy rovnovahy existuji mezi obéma sméry metabolismd,
aktivaénim a detoxikaénim. Rovnovdha mezi nimi mize byt posunuta oboustranné, a to

(15)

disledkem pilisobeni vnéjSich i vnitinich faktord Schéma metabolické aktivace

a detoxikace karcinogenu je zobrazeno na obrazku 2, str. 15.

Proces biotransformace xenobiotik u riznych organismil neni totoZny. Pribéh
a stupenl jeji intenzity je ovlivnén fadou riznych faktori. Jednak vlastnostmi a strukturou
samotné cizorodé latky. Biotransformaci také ovliviiuje organismus, do kterého bylo
xenobiotikum vpraveno, napt. biologicky druh, dieta, zptisob aplikace a dal§i. Odchylky
v biotransformaci se projevuji rovnéZz i vramci jednoho biologického druhu, a to
v zavislosti na pohlavi, v€ku, individualni enzymové aktivit€, geneticky podminéné
l:’](16)

variabilit¢ nebo farmakologicky navozené aktivit¢é enzymovych systémt' ™. VétSina

enzymu, které biotransformuji cizorodé latky, je lokalizovana v membrané

endoplazmatického retikula® 17

napi. MFO, prostaglandin H synthasa. Dalsi
biotransformatni enzymy se ale také vyskytuji voln& v cytoplazmé (patfi sem napf.
DT-diaforasa, xanthinoxidasa, n&které peroxidasy¥), dale se vyskytuji v Golgiho aparatu

nebo i v extracelularnim prostoru —laktoperoxidasa v mléce''®.

U zivogicht je proces biotransformace xenobiotik rozdélen do dvou fazi"”. Prvni
fazi je faze derivatizaéni a dochazi pfi ni ke zvySeni polarity, reakcemi oxida¢nimi, ale
ireakcemi reduk¢énimi. Redukéni reakce jsou dulezité predev$im pro nitro-, azo-
a chinoidni slou¢eniny. Druhou fézi je faze konjugaéni, pfi které dochazi ke konjugaci
téchto polarizovanych molekul s endogennimi latkami (napf. s kyselinou glukuronovou,

glycinem, taurinem, aktivnim sulfatem, glutathionem, cysteinem, aktivnim acetatem
atd.)(zo’m.
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KARCINOGEN

Metabolickad aktivace | Metabolicka detoxikace

1. FAZE BIOTRANSFORMACE
(oxidace, redukce, hydrolyza)

Aktivovany karcinogen Detoxikovany karcinogen

2. FAZE BIOTRANSFORMACE
(konjugace s kys. glukuronovou,
glutathionem, aktivhnim sulfatem,
acetatem)

DNA

Perzistentni adukty v onkogenech a Konjugat
tumor supresorovych genech
Mutace Eliminace z buiiek
Nadorovy proces Vylouéeniz organismu

Obr. 2 Metabolickd aktivace a detoxikace karcinogenu *®

1.2.1 Prvni faze biotransformace: derivatiza¢ni faze

V této fazi biotransformace je zvySovana polarita xenobiotika zabudovanim
funkénich skupin do jeho molekuly nebo k demaskovani téch funkénich skupin, které jsou

v molekule jiZ ptitomny®".

Rozezndvame t¥i typy derivatizacnich reakci:

oxidace (C-hydroxylace, N-hydroxylace, N-oxidace, S-oxidace, dealkylace,

deaminace, epoxidace, oxidace alkohold, aldehydu a podobné¢)
hydrolyza (hydrolyzou esterti, amidi)

redukce (nitro- a azoredukce), mezi kancerogeny aktivované redukéni cestou

patfi napf. 2-nitroanisol®”, 3-NBA, I-nitropyren®, 1,6-nitropyren®¥

(25, 26)

¢i
aristolochové kyseliny

WO w

NejdilezitéjSim enzymovym systémem, ktery se podili na I. fazi biotransformace,
je mikrosomalni systém monooxygenas se smiSenou funkci (MFO) s cytochromem
P450 jako terminilni oxidasou (kapitola 1.3.1), ktery katalyzuje vétSinu oxidaénich

reakci. Dal$imi enzymovymi systémy, které se podileji na derivatizacni fazi, jsou
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DT-diaforasa, hemové peroxidasy, alkoholdehydrogenasy, aldehyddehydrogenasy

a reduktasy (cytosolarni xanthinoxidasa)®”.

Ziegleruv enzym, mikrosomalni monooxygenasa obsahujici flavin (FMO), se
taktéZ podili na 1. fazi biotransformace. Je také =zabudovan do membrany
endoplazmatického retikula, jeho substraty jsou NADPH a O,, prosthetickou skupinou je
FAD. Tento enzym metabolizuje ptedevsim terciarni aminy na N-oxidy, sekundarni aminy

na N-hydroxyderivaty a slou¢eniny s obsahem siry®®.

1.2.2 Druha faze biotransformace: konjugaéni faze

V druhé fazi biotransformace dochazi k vazbé malych endogennich molekul
na reaktivni skupiny xenobiotik, vytvofenych v derivatizaéni fazi. Tato vazba jesté¢ zvysi
polaritu ptivodné hydrofobni molekuly a vice se tim usnadni jeji vylou€eni z organismu.

K exkreci vzniklych konjugati nejast&ji dochazi moéi a zlugi® 3.

1. 2. 2. 1 Typy konjugacnich reakci

V konjugaéni fazi biotransformace viak mize také dojit i k aktivaci xenobiotika
z N-hydroxylovanych aromatickych amini G¢inkem sulfotransferas (sulfat musi byt pro
konjugacni reakci nejprve aktivovan na 3’-fosfoadenosin-5’-fosfosulfat-PAPS). Konjugat
sulfatu s N-hydroxylslou¢eninami (z prvni faze biotransformace) je v kyselém prostredi
mocovych cest nestabilni a rozpadd se za vzniku nitréniového (event. karbéniového)

(20)

iontu™”, vznika tak elektrofil, ktery je schopen reagovat s DNA a proteiny. Sekundarni

dekonjugace muze nastat i ucinkem enzymovych systému, pfitomnych ve stfevni
mikroflore™.

u zivocicht. Konjugaty jsou tvofeny za katalyzy UDP-glukuronosyltransferasy. Vzniklé
konjugaty maji zejména detoxikaéni vyznam (O- nebo N-glukosiduronaty) a jsou

vyludovany predevsim mogi®*?).

Konjugaty s glutathionem fadime také do vyrazné skupiny antikancerogennich
procesi. Tvorbu téchto konjugati katalyzuje glutathion-S-transferasa, ktera je schopna
vazat reaktivni metabolity a katalyzovat jejich vazbu s glutathionem™ 2®. Tento konjugat

jest€é neni finalni slouCeninou, ktera je vyluovana, ale dochazi k odstépeni
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y-glutamylového zbytku v ledvinach a glycylového v jatrech za katalyzy peptidas.
Cysteylovy zbytek je dale upravovan acetylaci (katalyzovanou acetyltransferasami) za
vzniku merkapturové kyseliny, kterd jiz mize byt vylouena moc¢i. Glutathion je

povaZovan za “scavenger” (vychytavag) cizorodych latek®V.

Konjugaty saminokyselinami (cystein, glycin, taurin, glutamin) maji rovnéz

detoxika¢ni vyznam, a jsou vyluovany vykaly.

1.3 Mikrosomalni monooxygenasovy systém (MFO systém)

Mikrosomalni monooxygenasovy systém je soubor enzymd, které katalyzuji celou
fadu oxidacnich, oxygena¢nich, popt. redukénich reakci, pfiemZ vyuziva predevSim
molekularni kyslik®. Je té2 oznatovéan jako systém oxidas se smiSenou funkci (mixed
function oxidases = MFO systém). Je lokalizovany na vnéjsi strané endoplazmatického

retikula, poptipadé mitochondrii (Obr. 3, str. 18). Obsahuje tii zakladni slozky:
1) hemthiolatovy enzym cytochrom P450, ktery slouzi jako terminalni oxidasa

2) flavoproteinovy enzym NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasa, ktera

slouzi jako déli¢ elektronového paru
3) nedilnou soucasti je membrina endoplazmatického retikula.

Membranové lipidy zptisobuji zmény cytochromu P450 v jeho konformaci, a tim
zvySuji jeho afinitu k substratu, stimulyji tvorbu funkéné aktivniho komplexu cytochrom
P450 - NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasa a jsou také ,,zasobarnou“ ulozZenych
substrati cytochromu P450°%4. MFO systém miZe také fakultativné obsahovat cytochrom
bs a NADH:cytochrom bs reduktasu (EC 1.6.2.2)°Y.

Lokalizace MFO systému:

e Na vnéjsi (cytosolarni) strané membriny hladkého i hrubého endoplazmatického
retikula v organech exponovanych latkami cizorodé povahy (jatra, plice, ledviny, GIT,

kize a mozek). Zde se MFO systém ucastni prvni faze biotransformace xenobiotik.
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e Na mitochondridlni membrané, jak je tomu predevSim v klfe nadledvin, kde se

podili na metabolismu endogennich latek (naptiklad steroidii a mastnych kyselin).

Mitochondrie

Endoplazmatickeé
retikulum

Jadio

Obr. 3 Lokalizace MFO v eukaryotické burice, pFevzato z°°

1.3.1 Cytochrom P450

Cytochrom P450 (EC 1.14.14.1) je terminalni oxidasou MFO systému.
Zprostiedkovava vazbu molekularniho kysliku, jeho aktivaci a zabudovani jednoho atomu

(36) 37

kysliku do molekuly substratu™™, pifiCemZz druhy atom kysliku redukuje na vodu

Elektrony, které jsou k redukci potfeba, dodava NADPH:cytochrom P450 reduktasa®®,

ptipadné NADH:cytochrom bs reduktasa®.

V roce 1958 Garfinkel a Klingenberg objevili v jaternich mikrosomech pigment,
ktery po redukci vykazuje v komplexu soxidem uhelnatym absorpéni maximum pti
450 nm“" *Y_ Hemoproteinovy charakter pigmentu dokézali Omura a Sato roku 1964 a na
zaklad¢ podobnosti povahy vazby hemu cytochromiim b a podle netypického maxima

Soretova pasu, jej nazvali cytochromem P45042,

Z evoluéniho hlediska je cytochrom P450 povazovan za velmi stary hemoprotein,
ktery se objevil mnohem dfive nez hemoglobin®* 4 Je prikladem enzymu, ktery se
vyvijel cestou divergentni evoluce. Z jediného genu cytochromu P450 archebakterii se do
soucasnosti vyvinulo ohromné mnozstvi odliSnych gent, koédujicich cytochromy
prokaryotnich i eukaryotnich organismi™®. Systém cytochromu P450 je v eukaryotickych
burikdch vézan v membrané endoplazmatického retikula nebo mitochondrii
prostiednictvim transmembranového N-terminalniho a-helixu®®, zatimco bakterialni

cytochromy P450 jsou enzymy rozpustné. I pfes zna¢né rozdily v substratové specifité a
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struktufe, vSechny obsahuji konzervované sekvence oblasti v blizkosti vazebného mista

pro hem.

1. 3. 1. 1 Struktura cytochromu P450

Porfyrinovy skelet (protoporfyrin IX) je v proteinové molekule enzymu vazan
hydrofobnimi silami, a zaroven prostiednictvim thiolatové siry sulfhydrylové skupiny
cysteinu pfitomné v aktivnim centru enzymu
(paty ligand Zeleza protoporfyrinu IX)“” *®.
Nejednd se tedy o klasicky cytochrom
(protoporfyrin  IX vazan prostfednictvim
imidazolového zbytku histidinu), ale o
hemthiolatovy protein. Toto uspofadani
umoznuje vyjimecné chovani téchto
hemoproteini a odliSuje je od hemoproteint

ostatnich. Sestym ligandem je atom kysliku
(50)

molekuly vody

Obr. 4 Struktura cytochromu P450 2B4 (krdlik)™

Proteinovou ¢ast CYP (apoprotein) tvoii 490-520 aminokyselin a je mozno na ni

rozlisit domény pro vazbu hemu, reduktasy a substratu.

1. 3. 1. 2 Spinové formy cytochromu P450

Cytochromy P450 existuji ve dvou spinovych formach, diky pfechodnému

charakteru hemového Zeleza®? .

+ Vysokospinova forma cytochromu P450: tato forma vznika v pfipad€, Ze ion
Zeleza je v pentakoordinovaném stavu a vSechny jeho valenéni elektrony jsou
nesparované (spin 5/2). lon Zeleza je ,,vytaZzen“ thiolatovou skupinou nad rovinu

porfyrinového skeletu. Tato forma vykazuje maximum Séretova pasu pii 390 nm.

H\O/H
<7 L

Fa
[
\Cy s ‘ \Cys
Obr. 5 A) Vysokospinova forma B)Nizkospinovd forma prevzato z ¥
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+ Nizkospinova forma cytochromu P450 (spin 1/2) je charakteristickd maximem
absorpce pii 418 nm (Soretiv pas). Ion Zeleza je v hexakoordinovaném stavu,
hemové Zelezo tedy interaguje jesté s jednim ligandem (napiiklad s -OH, -COOH
nebo s —NH, skupinou postrannich fetézci aminokyselin apoproteinu('“) ¢i

atomem kysliku z molekuly vody®”) a nachazi se pak prakticky v rovin kruhu

protoporfyrinu IX.

V klidovém stavu jsou oba spinové stavy vrovnovaze. Znacnd zména jejich
poméru ve prospéch vysokospinové formy nastane pii vazbe¢ substratu do vazebného mista,
kdy dochazi k vytlaceni Sestého ligandu a nartistu vysokospinové formy. V absorpénim
spektru je tedy patrny naridst absorbance pfi 390 nm a pokles pfi 418 nm — tzv.

»substratové spektrum®.

Sestym ligandem Zeleza se viak miZe stat i samotny substrat (& nepfeméfiovana
latka vazajici se do aktivniho centra enzymu), pak registrujeme pokles absorbance pfi
390 nm a narast (podle heteroatomu) pfi 418 az 460 nm, tedy tzv. ,ligandové

spektrum“(ss).

1. 3. 1. 3 Nazvoslovi cytochroma P450
Cytochromy P450 se vyskytuji v riznych formach (izoenzymech, izoformach),
které jsou fazeny do genetickych rodin a podrodin podle miry homologie jejich primarni
struktury. Rodiny cytochromti P450 jsou oznafovany prvnim ¢islem za zkratkou CYP,
nasleduje velké pismeno oznadujici podrodinu®” Jednotlivé izoenzymy jsou pak ur&eny

&islem za pismenem podrodiny™® (napt. CYP3A4).

Do stejné rodiny naleZi cytochromy P450, u kterych byla nalezena vice neZz 40%
homologie aminokyselinové sekvence jejich proteini. Do stejné podrodiny pak ty, které
vykazuji homologii vice nez 55%Y. Soucasna nomenklatura byla navrZzena Nebertem

a spolupracovniky®®.

V soucasnosti jiz bylo popsano vice jak 1000 izoenzymu
cytochromu P450, které nalezi do 74 rodin. V lidském organismu bylo dosud nalezeno 48
genti pro cytochromy P450, klasifikovanych do 18 rodin®®. Metabolismu 1&iv, respektive
xenobiotik, se ucCastni pfevazné cytochromy P450 pouze t#i ztéchto rodin: CYPI,
CYP2 a CYP3 (v mensi mife téZ CYP4). Ostatni rodiny participuji na biosyntéze steroidu,
cholesterolu ¢i Zluovych kyselin, na metabolismu mastnych kyselin, kyseliny

arachidonové apod.®®.
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1. 3. 1. 4 Prehled vybranych podrodin cytochromii P450, jejich induktori a substrata
Cytochromy P450, participujici na biotransformaci xenobiotik, maji pomé&rné
Sirokou substratovou specifitu. Jsou znamy podrodiny, které hydroxyluji celou Skalu
organickych sloucenin (napf. polycyklické aromatické uhlovodiky (PAU), alifatické
uhlovodiky, aromatické i alifatické aminy, polycyklické aromatické nitroslouceniny,
fenoly, dale pak fadu 1é¢iv). Existuji vSak ale i cytochromy P450, které hydroxyluji pouze
maly pocet substratli. Do této skupiny patii cytochromy P450, které metabolizuji

endogenni sloueniny v eukaryotickych buiikach (napf. steroidni hormony)“> 5"

+ Cytochrom P450 1A:

U lidi je tato podrodina zastoupena dvéma ¢leny, a to cytochromy P450 1Al
a 1A2. Oba zastupci jsou si dosti podobné, az 70% homologie v aminokyselinové
sekvenci. Cytochrom P450 1A1 je pfedevSim extrahepatilnim enzymem. Vyskytuje se
v ndsledujicich orgdnech: plice, ledviny, ktze, GIT, placenta, lymfocyty. Substritem
enzymu jsou: polycyklické aromatické uhlovodiky (PAU), benzo-[a]-pyren, aminopyrin,
tamoxifen, tabakové specificky nitrosamin [4]- (methylnitrosoamino)-1-(3-pyridyl)-1-
butanon, 7-ethoxykumarin, aflatoxin. Induktorem enzymu jsou: p-naftoflavon,

fenothiazin, benzo-[a]-pyren, 2-acetaminofluor, koufeni a dalsi latky “).

+ Cytochrom P450 1A2

Vyskytuje se pFedeviim v jatrech, tvoii asi 13% celkového jaterniho cytochromu
P450. V mens3i mife se vyskytuje v plicich. Substrdtem enzymu jsou pFedevsim tamoxifen,
fenacetin, theofylin, paracetamol, kofein, theofylin, aromatické a heterocyklické aminy
vznikajici pifi vysokoteplotnich upravach masa. Induktorem enzymu jsou latky stejné jako

u cytochromu P450 1A1, tedy B-naftoflavon, benzo-[a]-pyren atd 45585, 61.62)

+ Cytochrom P450 2B

Lidsky cytochrom P450 2B6 je zastoupen hlavné v jatrech a plicich (1 %
celkového jaterniho cytochromu P450), u potkani jsou zastoupeny cytochromy P450 2B1
a 2B2, u kralika pak cytochrom P450 2B6. Substrdtem enzymu jsou predevsim nikotin,
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7-ethoxykumarin, aflatoxiny, cyklofosfamid. Induktorem enzymu jsou: barbituraty

(fenobarbital), dexamethazon™?.

+ Cytochrom P450 2C

U lidi jsou cytochromy P450 2C zastoupeny nejvice ve formé cytochromu P450
2C8 a 2C9, a to ptedevsim v jatrech, plicich, GIT, placenté. Substrdtem enzymii jsou
predevsim 1éCiva s mens$i molekulou (diazepam, ibuprofen, retinol, diclofenac). Tyto
cytochromy P450 jsou pomérné malo inducibilni, indukuje je fenobarbital. Inhibitorem

enZymu jsou: sulfoamidy a chloramfenikol.

+ Cytochrom P450 2E

V jatrech u lidi a potkanii je zastoupena izoforma 2E1, asi 7 % CYP, dale jsou
tyto enzymy zastoupeny v ledvinach, nosni sliznici, plicich, GIT. Substrdtem enzymu jsou
prFedevsim nizkomolekularni lipofilni latky jako je ethanol, kofein, aceton, benzen,
chlorzoxazon, anilin, paracetamol, nitrosaminy. Induktorem enzymu jsou: toluen, aceton,

ethanol, hladovéni, pyridin®®*”.

+ Cytochrom P450 3A

Tato izoforma hraje u lidi vyznamnou roli v metabolismu xenobiotik. Tvoii 28 %
jaterniho CYP. Daéle je také ptfitomen v plicich a tenkém stfevé. CYP 3A4 vykazuje
extrémé Sirokou substratovou specifitu. Metabolizuje latky steroidni povahy, kortisol,
estradiol, erytromycin, cyklofosfamid, metadon, cyklosporiny. Induktorem enzymu jsou:

barbituraty, rifampicin, steroidni latky, metadon.

1.3.2 Regulace hladiny cytochromii P450 jejich indukci

Rada cytochromti P450 patfi mezi inducibilni enzymy. Indukce enzymi je
definovana, jako narist exprese katalyticky aktivnich forem enzymi, kdy dochézi ke

zvyseni transkripce na zakladé stimulace chemickym signalem®®.
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Indukce cytochromii P450 vétsinou zvySuje biotransformaci xenobiotika, ktera by
meéla vést k jeho detoxikaci a k vylouceni zorganismu. Jednad se tedy piedevSim
o ochranny mechanismus. Nékteré cytochromy P450 v§ak mohou nereaktivni slou¢eninu
pfeménovat na chemicky aktivni, toxické ¢i karcinogenni intermediaty, v tomto pfipade¢ se

nejedna o detoxikaci, ale o aktivaci.

U I[éCiv, kterd jsou ucinnda bez metabolické aktivace, pak muze indukce
cytochromu P450 zvysit jejich eliminaci a sniZit tak farmakologicky efekt. Pokud je 1é¢ivo
induktorem a zaroveii substratem nékteré izoformy cytochromu P450, muze stimulovat
svoji detoxikaci, a to muze vést az k toleranci organismu vic¢i danému 1é¢ivu. Naopak
u lé¢iv vyzadujicich metabolickou aktivaci muze indukce cytochromu P450 vést ke
zvyseni jejich farmakologického G¢inku®"®.

Regulace exprese cytochromi P450 je fizena nékolika systémy. Jedna se
o regulaci exprese na genové urovni, zahrnujici funkci specifickych receptorti, rychlost
prepisu DNA do RNA, ¢&i stabilizaci syntetizované mRNA, a dale o posttranslaéni regulaci

zalozenou piedeviim na stabilizaci molekuly proteinu daného cytochromu P450%?.

1.3.3 Enzymové funkce cytochromu P450

+ Oxidasovi funkce - aktivace biatomické molekuly kysliku pro kli¢ové reakce®®.

Spontanni reakce organickych molekul s atmosférickym kyslikem jsou spinové
zakdzané. Aerobni organismy proto obsahuji fadu proteind, nesoucich
prosthetickou skupinu s kovem nebo flavinem, pomoci nichz jsou schopny vyuzit

oxidaéni potencial kysliku®®?.

+ Oxygenasova aktivita - zabudovani kysliku do molekuly malo reaktivniho
substratu.
+ Redukéni reakce - elektrony poskytnuté NADPH:cytochrom P450 reduktasou

mohou redukovat pfimo substrat a nejsou vyuzity k aktivaci molekuly kysliku.
K této reakci dochazi, pokud je hydrofobni substrat zaroveii i dobrym ligandem
Zeleza porfyrinového skeletu, a je tedy vazan misto kysliku, jako Sesty ligand.
Tento mechanismus je popsan in vitro a existuji i nepfimé dikazy pro jeho

prubéh in vivo.
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+ Peroxidasova aktivita - misto kysliku je druhym substratem organicky peroxid
(R*OOH) nebo peroxid vodiku®. Pro pribéh reakce neni potfeba NADPH jako
zdroj elektroni®®. Produktem reakce je stejné, jako pii klasickém mechanismu,

hydroxylovany substrat (ROH):
RH + R*O0OH — ROH + R*OH
+ Produkce peroxidu vodiku (H>O-) a aktivnich forem kysliku

K vy$e zminénému jevu dochazi pouze tehdy, kdyz MFO systém interaguje
s latkou, ktera se obtizné€ hydroxyluje (je pouze hydrofobni, tvofi komplex s enzymem, ale
tézko se do ni zabudovava kyslik). Probéhne oxidasova faze funkce cytochromu P450
(aktivuje se molekula kysliku), ale uZ neprobéhne faze oxygenasova. Aktivni forma

kysliku je z molekuly uvolnéna do okoli, kde pfijme protony nebo dismutuje®".

1. 3. 3. 1 Reak¢ni mechanismus monooxygenasové reakce
ktera zahrnuje aktivaci molekularniho kysliku a zabudovani jednoho atomu do molekuly
substratu. Aktivace Kkysliku je umozZnéna diky dvéma elektronim, pochazejicim
z NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasy, ale donorem druhého elektronu muze byt
i NADH:cytochrom bs reduktasa®”. Druhy atom kysliku je redukovan na vodu. Obecny
prubéh monooxygenasové reakce katalyzované cytochromem P450, lze vyjadfit sumarni

rovnici (kde RH znagi substrat a ROH hydroxylovany produkt reakce)®® :
RH + O, +2H" + 2¢ > ROH + H,0

Reakéni sled probiha uspoifadanym mechanismem a sestdva alespoit zosmi krok.

Schematicky je znazornén na obrazku 6, str. 25@h52),
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Obr. 6 Schéma reakcniho mechanismu monooxygenasové reakce. Je zde naznacena i peroxidasova

aktivita cytochromu P450 a tvorba komplexu redukovaného cytochromu P450 s oxidem uhelnatym.

Blizsi popis je uveden nize v textu®®.

I. V klidovém stavu je hemové Zelezo ve ferri formé (tzn. s oxida¢nim ¢islem III) a je
hexakoordinovano (nizkospinovy stav). Sesta valence je obsazena kyslikem vody nebo

internim (aminokyselinovym) ligandem.

II. Po vniknuti substratu (RH) do aktivniho mista dochéazi k vytlaceni Sestého ligandu
iontu Zeleza, které zistane pentakoordinované (vysokospinovy stav), a zaroven dochazi ke

konformac¢ni zméné v molekule enzymu.

II1. Vazbou substratu je umoznéna jednoelektronova redukce cytochromu P450 interakci
s NADPH:cytochrom P450 reduktasou, ¢imz se hemové Zelezo redukuje na ferro formu,
neboli Fe', pfiemz zlstava pentakoordinovano (vysokospinovy stav). Tato forma enzymu

je pak schopna vazat molekularni kyslik nebo jiné ligandy.

IV. Navazanim molekularniho kysliku (III) se dale tvofi ternarni ferri-superoxidovy

komplex, kde je Zelezo opét hexakoordinované a tudiZ v nizkospinové stavu. Tento neptili§
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stabilni komplex je dale redukovan NADPH:cytochrom P450 reduktasou nebo
NADH:cytochrom b5 reduktasou, ¢imZ dochézi k aktivaci kysliku na peroxidovy anion
(Pokud neni druhy elektron doru¢en dostateéné rychle, komplex (IV) se rozpada
a uvolnény superoxidovy anionradikal je pak superoxiddismutasou pfeménén na peroxid

vodiku, ktery je pro buriky toxicky).

V. Vazba kysliku na formu (III) mize byt inhibovana v pifitomnosti oxidu uhelnatého,

ktery vytvaii ternarni ferrokomplex cytochrom P450-CO-RH. (Fe').

VI. Komplex cytochromu P450 s biatomickou molekulou kysliku po druhé redukci je jiz
zcela aktivovanou formou cytochromu P450, ve které dochazi k heterolytickému §tépeni
vazby O-O, pfiCemZ jeden atom kysliku je redukovéan, pfijme dva protony a dojde
k uvolnéni vody. Zatimco druhy zlstane vazan na Fe hemu a vznika tak ferrioxenovy

komplex.

VILI. Ten je stabilizovan mesomernim posunem elektronu z thiolatové siry na kyslik. Takto
vznikly reaktivni kyslikovy radikal je schopen vytrhnout vodikovy atom z molekuly
vhodného substratu, za vzniku radikalu substratu, a hydroxylovaného radikalu vazaného na
Fe hemu. Dochazi k rekombinaci radikali za vzniku nativni formy cytochromu P450

a hydroxyderivatu substratu (ROH), ktery je z enzymu uvolnen®®.

V pfitomnosti oxida¢nich ¢inidel, jako jsou organické peroxidy, mize z komplexu

(III) vznikat ptimo stav (VII) (peroxidasova aktivita).
1.3.4 NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasa

Enzym NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasa (EC 1.6.2.4) je membranové
vazany ,,Zluty protein“, ktery katalyzuje ptenos elektronii z NADPH na vSechny znamé
formy cytochromu P450%” (v daném organismu je jedna forma NADPH:cytochrom P450
oxidoreduktasy, kterdA ma schopnost spolupracovat s vice formami cytochromu P450).
Pienos elektronti byl popsan také na cytochromc, cytochrom bs, hem oxygenasu,
ferrikyanid, elongasu mastnych kyselin a dalsi®¥. NADPH:cytochrom P450 reduktasa
miZe byt za urcitych okolnosti zastoupena NADH:cytochrom bs reduktasou, které jako
donor vodiku slouzi NADH.
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1. 3. 4. 1 Struktura a funkce NADPH:cytochrom P450 reduktasy

NADPH:cytochrom P450 reduktasa ma
dvé funkéni domény, hydrofobni N-terminalni
(6 kDa), kterou je zakotvena v membrans®®,
a hydrofilni C-termindalni katalytickou doménu

(72 kDa)(¢6-

Obr. 7 Struktura NADPH: cytochrom P450 reduktasy™

C-terminalni funk¢éni doména se sklada z FMN- a FAD- vazebné  strukturni
domény. ,,Spojovaci” struktura umisténa mezi FMN- a FAD- vazebnou doménou pak
zodpovida za spravnou prostorovou orientaci obou strukturnich domén. FAD a FMN
skupiny se vzajemné nepiekryvaji, jsou v kontaktu prostfednictvim 7- a 8- methylovych
skupin isoalloxazinovych kruht, které lezi t€sné u sebe a sviraji thel zhruba 150°. Pienos
elektronti mezi flaviny je tedy patrné p¥imy, neni zprostfedkovany zbytkem aminokyseliny,

a proto je tento ptenos pomérné rychl)’/(”) .

FAD-vazebna doména je zodpovédna za (nekovalentni) vazbu NADPH;
pozitivné¢ nabité aminokyseliny (arginin, lysin) v mist¢ vazby NADPH interaguji
s negativné nabitou fosfatovou skupinou v poloze 2’ ribosy, kterou se tento koenzym 1isi
od NADH a zplsobuji tak neobvykle vysokou selektivitu NADPH:cytochrom P450
reduktasy viici NADPH®?.

FMN-vazebna doména je zodpovédna za pienos elektroni na akceptorovou
molekulu (cytochrom P450, cytochrom c). Pyrimidinova strana isoalloxazinového kruhu
FMN se nachazi blizko povrchu enzymu a je tak pro akceptorovou molekulu snadno
dostupna.

Interakce mezi NADPH:cytochrom P450 reduktasou a cytochromem P450 jsou
hlavné elektrostatické povahy. Kladné nabity povrch cytochromu P450 (lysiny, argininy)
interaguje se zaporné nabitym povrchem NADPH:cytochrom P450 reduktasy (aspartat,

glutamat). Dale se také uplatiiuji interakce hydrofobni, a to mezi nepolarnimi
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aminokyselinami  (leucin, tryptofan, valin) voblasti membranovych domén

NADPH:cytochrom P450 reduktasy a cytochromu P450©»7%7,

Funkce NADPH:cytochrom P450 reduktasy, jako déli¢e elektronového paru byla
vysvétlena na zakladé rozdilnych redoxnich potencialii obou flavinovych prosthetickych
skupin”* ™. Akceptorem elektront (respektive atom@ vodiku) od NADPH je FAD, ktery
elektrony nasledné piedava FMN. Za jednoelektronovou redukci akceptorové molekuly -
cytochromu P450 - je (v ptipadé savéi NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasy)
zodpovédny zcela redukovany hydrochinon FMNH,":

NADPH P450gep P450gep
FMNH __\ p FMNH __ o FMNH, FMNH FMNH, A p FMNH
FAD 7y FADH; FADH FADH P p FAD
1e NADP*  3e Je P4500x 2¢ 2e P450gx 1e

Obr. 8 Schéma pFenosu elektronii mezi flaviny NADPH:cytochrom P450 reduktasy™

Vzhledem k tomu, Ze NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasa a cytochromy
P450, jako slozky MFO systému. spolu velmi uzce ,,spolupracuji pii biotransformaci
xenobiotik i eobiotik, n€které ze slouenin majicich schopnost indukovat cytochromy P450
indukuji soucasné i NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasu. VétSinou vSak k indukci
dochézi v daleko mensi mife. Zatim nebylo prokézano, zda k indukci NADPH:cytochrom
P450 oxidoreduktasy dochazi stejnymi mechanismy (prostiednictvim stejnych receptorti),
jako pfi indukci cytochromu P450. NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasu indukuji
naptiklad 3,3",4,4 -tetrachlorbifenyl™ progesteron’® a n&které dimethylsiloxany””. Dale
byla zvySena aktivita NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasy stanovena v jaternich,
ledvinnych a plicnich mikrosomech u potkant, vystavenych &tyftydenni inhalaci zplodin

motorovych vozidel™.

Aktivita NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasy je regulovdana zejména
hormonalné, pfedev§im hormonem S§titné zlazy trijodthyroninem (Ts), ktery zasahuje do
regulace exprese genu pro NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasu na Grovni transkripce
prostfednictvim responzivniho elementu pro thyroidalni hormony (TRE) v promotorové
oblasti genu. V mensi mife se uplatiiuje téZ stabilizace mRNA®Y. P¥ absenci thyroidnich

hormoni v organismu dojde k poklesu aktivity NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasy
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v jaternich mikrosomech o 75 aZ 85 %. Naproti tomu v ledvinnych ¢i plicnich
mikrosomech ¢ini tento pokles 30 az 50%®% 8V nadledvinach a jinych steroidogennich
tkanich je hladina NADPH:cytochrom P450 reduktasy regulovana adrenokortikotropnim
hormonem (ACTH)®?.

Vramci fylogenese je NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasa velmi
konzervovany enzym. NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasy z riznych rostlinnych a
zivoéidnych druhti vykazuji vysokou homologii v aminokyselinové sekvenci (napiiklad
lidska apotkani forma maji sekventni homologii 92%), pfi¢emZ nejvice odliSnosti
v aminokyselinové sekvenci se vyskytuje v N-terminalni ,kotvici“ oblasti, zatimco

FMN-vazebna doména je u obou forem témeéf shodna™”

(79)

. Tento fakt ukazuje na

vyznamnou roli tohoto enzymu v pribéhu evoluce

1.4 Aromatické aminy

Aromatické aminy jsou pouZivany predevsim v barvaiském primyslu, kde slouzi
jako intermediaty pfi vyrobé barviv a pigment, a to hlavné pfi vyrobe azobarviv®. Jejich
pouZiti v barvafském pramyslu se datuje od roku 1870, kdy bylo s touto vyrobou zapocato
v Némecku, pfedtim byly vSechny barvy a pigmenty pfirodniho pivodu ®¥. Aromatické
aminy jsou také vyznamnou sloZkou cigaretového koute. Heterocyklické aromatické aminy
vznikaji pyrolysou aminokyselin z proteinti pfi vysokoteplotnich procesech, probihajicich

pfi tepelné Gpravé masa.

Aromatické aminy se vyuzivaji i v dal§ich primyslovych odvétvich, kterymi jsou
napt.: textilni a koZedélny primysl, zpracovani gumy, plastii a ropy, tiskafsky prumysl
a farmaceuticky pramysl (fada l1éCiv obsahuje aminoskupinu — lidokain, chloranilin je
intermediatorem pH vyrobé 16¢iv)®®. Pracovnici téchto zmin&nych pramyslovych odvétvi
jsou vystaveni pomérné velkému pusobeni (expozici) aromatickych amint. Existuje
korelace mezi vystavenim té€mto slouceninam a vzniku nadori mocového meéchyie
a tlustého stifeva. Pfedevsim byla tato korelace zaznamenana u pracovniku jizZ zminéného
barvaiského a gumarenského primyslu. Zde je riziko nadorového onemocnéni 100 a vice

nasobné®®.

Endogennimi zdroji aromatickych aminti je serotonin, ktery je prekursorem

melastoninu, dal3i neurotransmitery a hormony®®.
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1.4.1 Biotransformace aromatickych aminu

a) L faze biotransformace aromatickych aminii

Detoxika¢ni cesta aromatickych aminu v organismu vede pfes oxidaci atomi
uhliku na aromatickém jadfe. Aktivaéni cesta je zprostiedkovana N-oxidaci, pfi které

sy r LSS P, . ’ + 7 .(87
vznikd proximalni karcinogenni derivat®”.

MFO systém obsahujici cytochrom P450, je zodpovédny za N-oxidativni

biotransformaci aromatickych amint jatrech.

NH , NHOH
|

+ Oz + NADPH + *  ——————» +H,0 * NADP *

Obr. 9 Priklad biotransformace 4-aminobifenylu®®

Na pfeméné aromatickych aminu se cytochromy P450 podileji riznou mérou, a to

jak podle izoformy daného cytochromu P450, tak dle struktury metabolizované slouceniny.

Kromé oxidace cytochromy P450 se na I. fazi biotransformace podileji i dalsi
enzymy, kterymi jsou peroxidasy’® "V, které se vyskytuji pfedeviim mimo jaterni tkas.
V moCovém meéchyii je zastoupena prostaglandin H synthasa, vmlééné Zlaze to je
laktoperoxidasa, v plicich a krvi pak myeloperoxidasa. Jejich funkci je odstranéni
elektronu ze substratu. Tim dochazi ke vzniku volného amino-kationradikalu. Tyto vzniklé
radikdly spolu déle reaguji disproporcionaéni ¢i rekombinaéni reakci za vzniku

chinoniminu, azoderivati nebo oligomernich produkta®".
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Na N-oxygenaci primarnich amini se malou mirou podili Ziegleriv enzym,
neboli flavin obsahujici monooxygenasa (FMO), ktery je pomé&mé hojné zastoupen
v plicich. Mensi uplatnéni Zieglerova enzymu je ddno tim, Ze pro tuto reakci vyzaduje

pomérné elektrofilni aminové skupiny v molekule substratu®”. Piikladem je 2-naftylamin:

NH NHOH

NH,

Obr. 10 Biotransformace 2-naftviaminu

b) Il faze biotransformace aromatickych aminu

V této konjugaéni fazi dochazi k dalsimu zvyseni polarity biotransformované
slouceniny. Konjugace aminové skupiny s glutathionem vede ke zvySeni polarity
aminoskupiny, a tim 1 ke snadngj$imu vylouceni xenobiotika z organismu. Timto

mechanismem je zprostiedkovana detoxikaéni cesta®® 2",

Aktivacni cesta probiha nasledujicim mechanismem: N-hydroxylovany arylamin
se konjuguje s urCitou endogenni kyselinou, za vzniku velmi reaktivnich esterli, které se
dale rozpadaji na reaktivni intermediaty. Piikladem je reakce sacetyl-CoA, kterou
katalyzuje = N-acetyltransferasa  (NAT1, NAT2), kdy dochdzi ke vzniku

N-acetyloxyarylamina®”.

Vysoce reaktivni slouceniny se tvoii v jatrech pfi konjugaci N-hydroxylovaného
arylaminu s PAPS, za katalyzy arylsulfotransferasy. O-sulfatace N-hydroxylovanych

. . o, C 91
arylamina vede ke vzniku nitreniového a karbeniového iontu®".
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1.5 3-aminobenzanthron
NH,

3-Aminobenzanthron (3-amino-7H-benz-
[d.e]-anthracen-7-on,  3-ABA), je jednim
z aromatickych aminu, ktery byl objeven teprve
nedavno. a to v moéi pracovniki solnych dola®?.
3-ABA je¢ predpokladan jako hlavni redukéni
metabolit 3-nitrobenzanthronu.

o)

Obr. 11 Struktura 3-ABA

1.5.1 3-Nitrobenzanthron, prekurzor 3-ABA

Vyfukové plyny se skladaji z plynné slozky, ve které jsou rozptyleny malé ¢astice,
na které se absorbuji chemické slou¢eniny. Takovymi slou¢eninami jsou také polycyklické
aromatické uhlovodiky (PAU) a nitrované PAU. Pfi uniku z technologickych zatizeni

na zpracovani aromatickych nitroslouc¢enin miaze dochazet k lokalnimu znecisténi ovzdusi.

3-nitrobenzanthron,  3-nitro-7H-benz-[d,e.]-anthracen-7on,  (3-NBA) byl
identifikovan ve slozkach Zivotniho prostiedi. Tato sloucenina pravdépodobné vznika
z oxidl dusiku a parentalhiho PAU, které jsou produkované vysokoteplotnimi procesy
(spalovani fosilnich paliv, zpracovani kovi atd.). Je soucasti vyfukovych plynii dieslovych
motora®* '™ 1% Neakdy je dokonce oznacovan za ,.dabla dieselovych motorii“. Populace,
zijici v oblastech s vysokou automobilovou dopravou, jsou vystaveny vysokym
koncentracim této latky. Jeho redukéni metabolit, 3-ABA, byl nalezen v mo¢i pracovnikil
solnych dola®®, ktefi k vykonu svého povolani pouzivaji sbijecky s dieselovymi motory,
a tim jsou vystaveni vysokym koncentracim uvedenych emisi. 3-NBA byl také detekovan

. 106, 107, o
q@3: 106, 107, 108) - 5, silnym mutagenem,

(93, 94, 104, 109)

v zemské pudé a jako soucast srazkovych vo

(110)

karcinogenem pro hlodavce" ™ a je potencialnim karcinogenem pro ¢lovéka
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1.5.2 Predpokladana metabolicka aktivace 3-ABA a 3-NBA

Teprve nedavno bylo zjisténo, Zze na metabolické aktivaci 3-ABA a 3-NBA se
vorganismu podili enzymové katalyzovana reakce. 3-Nitrobenzanthron je

biotransformovan NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasou a DT diaforasou® *%*7.

V piipad¢ 3-ABA se na jeho metabolické aktivaci podili cytochromy P450%,
které jsou obsazeny v jaternim mikrosomalnim systému. Kromé cytochromii P450 se na
jeho metabolické aktivaci mohou podilet i dal$i enzymy, které katalyzuji oxida¢ni reakce.
Takovymi enzymy jsou peroxidasy napt.: prostaglandin H synthasa"®, ktera se hojné
vyskytuje v mocovém méchyti. Nedavno byly provedeny studie in vitro také s dalSimi
peroxidasami, laktoperoxidasou, myeloperoxidasou a kienovou peroxidasou(m). Vsechny

zminéné enzymy jsou schopné aktivovat 3-ABA za tvorby adukti s DNA (Obr. 12).

V metabolickych studiich bylo zjisténo, Ze po enzymové aktivaci 3-ABA dochazi
k tvorbé takovych adukti s DNA,®™ %6 103109 tiere jsou shodné s adukty tvofenymi
z nitroaromatického prekurzora 3-ABA, tedy z 3-NBA (Obr. 12). Adukty byly detekovany

(112)

metodou **P postlabeling "', a to jak v experimentech in virro®>? % =19 tak i in vivo,

v riznych tkanich laboratorniho potkana.

Obrazek 12 ilustruje tvorbu adukti 3-NBA a 3-ABA po jejich metabolické

aktivaci s DNA. Adukty byly detekovany pomoci metody **P postlabeling.

A

] B s |
L/ e

Obr. 12 Autoradiograficky snimek aduktu DNA generovanych 3-NBA (A) po aktivaci jaternimi
cvtosoly potkana a na obr. (B) aduktu tvorenych po aktivaci 3-ABA jaternimi mikrosomy potkana.
Pouzita byla modifikace metody “P postlabelingu, (n-butanolovd extrakce) Skvrny odpovidaji
Jednotlivim aduktum. Skvrna oznacend 1 odpovida aduktu (dA-N°-ABA), 2-(2 -deoxyadenosin-N’-
yl)-3-aminobenzanthron; skvrna 3 odpovidd aduktu (dG-N*-ABA), N-(2 -deoxyguanosin-N2-yl)-3-
aminobenzanthron a  skvrny  4/5  aduktu  (dG-C8-N-ABA), N-(2 -deoxyguanosin-8-yl)-3-

. (103
aminobenzanthron'™’.
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Predpokladané schéma metabolické aktivace 3-ABA a 3-NBA je uvedeno na
obrazku 13"V, 3-NBA obsahuje -NO; skupinu, ktera je redukovana na N-hydroxylamin
(N-OH-ABA). Kiritickym intermediatorem pro tvorbu elektrofilnich nitreniovych ¢&i
karbeniovych iontl, které jsou schopné reagovat s nukleofilnimi centry na molekule DNA
za tvorby adukti, je pravé N-OH-ABA. Tento vznikly N-hydroxylamin (N-OH-ABA)

muze byt dale redukovan az na 3-aminobenzanthron.

U 3-aminobenzanthronu je naopak predpoklddana oxida¢ni metabolicka cesta,
zprostredkovand cytochromy P450, a to piedevSim izoformami 1Al a 1A2, nebo

peroxidasami (Obr. 13).

+ DNA d(, N2 ABA |

N o R ‘ f"‘ /\
P S PPN \
L J ] [j “[ —"dG-(s-NABA
| i Ho A2 | dA-N-ABA |

human NATs| human SULTs

plant HRI human MPO

rat and human (NAT1, (SULTIAL
bo LPO PHS-1
liver cytosol (NQOI1) NAT2) SULT1A2) vine ovine PHS-
rat and human rat and human

N0 liver microsomes \)// J"NHOH | liver microsomes AN
et (POR) R N (( YPIAL CYPIA2) N \
A !T/ g in vivo in rats/mice " P i in vivo in rats/mice 7 \
0 : 0 o
. - - ]
3-NBA AN-OH-ABA | 3-ABA !

Obr. 13 Predpokladund metabolicka aktivace 3-ABA a tvorba DNA adukti z aktivovaného 3-NBA
a3-ABA,  prevzato z "Y' HRP, kienovd peroxidasa; LPO, laktoperoxidasa; MPO,
myeloperoxidusa;  SULT, sulfotransferasa; NAT. N-acetyltransferasa; PHS, prostaglandin

H synthasa.
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2. CIL DIPLOMOVE PRACE

Cilem ptedkladané diplomové prace bylo rozsifit poznatky o metabolismu
3-aminobenzanthronu (3-ABA). Tato slou¢enina je redukénim metabolitem 3-NBA,

vysoce mutagenni a karcinogenni slouceniny, kterd je soucasti slozek Zivotniho prostiedi.

Konkrétnim cilem prace bylo studium metabolismu 3-ABA jaternimi
mikrosomalnimi systémy laboratorniho potkana a charakterizace kinetiky reakci

participujicich na tomto metabolismu.
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3. MATERIAL A METODY

3.1 Pouzity material a chemikalie
Chemikalie a material pouzity v experimentech, pochdzeji z nasledujicich zdroji:

+ Chemopetrol, Ceska republika

suchy led

+ Fluka, Svycarsko

methanol, tris(thydroxymethyl)aminoethan (TRIS)

+ Firma RNDr. Jan Kulich, Ceska republika

zkoumadlo Folin-Ciocalteau, fenobarbital

4+ Lachema, Ceska republika

aceton. ethanol, methanol, glycerol, Na,COs3, CuSOs4. SH,0, deoxycholét sodny,
dithioni¢itan sodny, HCI, KCI, KOH, KH,PO4, NaOH, NasP,0;. 10H,O,
NaH,PO,. 2 H,0, Na;HPO,. 12 H,0, vinan sodnodraselny

+ Linde, Ceska republika

kapalny dusik, oxid uhelnaty

4+ Merck, Némecko

ethylacetat

+ Sevapharma a.s., Ceska republika

hovézi sérovy albumin (BSA)

+ Sigma, USA

buthanol, NADPH, fenacetin, deoxycholat sodny, dimethylsulfoxid (DMSO)
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+ Velaz, Ceska republika

laboratorni potkani kmene Wistar

+ 3-aminobenzanthron, 3-nitrobenzanthron
piipraveny v Némeckém centru pro vyzkum rakoviny v Heidelbergu

4+ jaterni mikrosomy potkani premedikovanych p-naftoflavonem, fenobarbitalem,

kontrolni mikrosomy nepremedikovanych potkant, izolovény v laboratofi katedry

biochemie. PiF UK
3.2 Pouzité pristroje

+ Centrifugy:

Centrifuga MLW T52.2 (Némecko) Ultracentrifugy: Beckman L7-65
ultracentrifuge, Beckman — Coulter — LE-80K (USA), Janetzki K23 (Némecko),
Janetzki K24 (Némecko), Sanyo Micro Centaur MCE (Velka Britanie)

4+ Vihy:

Analytické vahy PESA 40SM-200A (Svycarsko), AE ADAM, model AEA100G;
predvazky KERN EW600-2M (Némecko)

+ Spektrofotometry:

Hewlett Packard E8454 (USA), SPECORD M42 Carl-Zeiss Jena (Némecko),
Spektromom 195D (MOM) (Mad’arsko)

+ HPLC:

pumpa: DIONEX PUMP P580, termokomora pro kolonu: COLUMN OVEN LCO
101, ASI- 100 Automated Sampler Injector, detektor UV/VIS UVD 170S/340S
(USA), kolona Macherey —Nagel CC250/4 NUCLEOSIL 100-5 C18 HD
(Némecko). Piedkolona Macherey- Nagel CC8/4 nucleosil 100-5 c18 1Pkg/3Stk,
program CHROMELEONy 6.01



Material a metody

DalSsi pristroje:

pH metr ATI Orion 370 s kombinovanou elektrodou (USA) (kalibrace pfistroje
pomoci standardd Hamilton (Svycarsko)); magneticka michacka VARIOMAG,
Monotherm (Némecko); dotykova michacka IKA Vortex, Genius 3 (Némecko),
Minishaker 1 IKA (Némecko); sonikator Tesla TESONI, Tesla UC 005 All;
inkubator Thermomixer Compact Eppendorf 5350 (Némecko); automatické
pipety: BIOHIT (Finsko), Nichiryo NICHIPET EX (Japonsko); Hamiltonova

stiika¢ka (Svycarsko), Potteriv-Elvehjemiav homogenizator

3.3 Metody

3.3.1 Premedikace laboratornich potkanu (Stiborova M., astni sdéleni)

K premedikaci byli pouziti samci laboratornich potkani kmene Wistar
o hmotnosti 100 az 120 gramd, ktefi byli drZzeni pfi teploté 22 = 2 °C. Voda a granulovana
strava jim byly podavany ad [libitum. Premedikace byla zahajena po zhruba tydenni

aklimatizaci. Den pied zabitim byla potkaniim odebrana strava.
Premedikace potkanu pB-naftoflavonem (Stiborova M., Gstni sdéleni)

B-naftoflavon byl rozpustén v rostlinném oleji Vegetol (4 mg/ml). Premedikace
byla provadéna intraperitonedlné, po dobu tii za sebou nasledujicich dnt v davkach 60 mg
B-naftoflavonu na 1 kg hmotnosti zvitete. Ctvrty
den byla zvifata usmrcena a provedena izolace

subcelularnich frakci z jaterni tkang.

Obr. 14 Nikres intraperitonedlni aplikace M®
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Premedikace potkanu fenobarbitalem (Stiborova M., Gstni sdéleni)

Samci potkand byli premedikovani 0,1% roztokem fenobarbitalu, ktery jim byl
podavan rozpustény ve vodé, ke které méli ptistup ad libitum. Premedikace probihala po
dobu sedmi dni. Osmy den byla zvifata usmrcena a provedena izolace subcelularnich

frakci 7 jaterni tkan¢.

.3.2 Izolace subcelularni frakce =z jaterni tkané laboratorniho

potkana‘l 4

+ Slozeni pouzitych pufru:
pufr P1 150 mM KCl, 50 mM TRIS, pH 7.4, 2000 ml
pufr P2 100 mM Na,P,07. 10H,0, pH 7,2, 1000 ml
pufr P3 150 mM KCI, 50 mM TRIS, 20% glycerin, pH 7.4, 100 ml

Vyjmuta jatra byla zvazena (59 g), 2x promyta pufrem P1 a nastiithana na drobné
kousky. Pies gazu byla odlita ¢ast pufru s krvi. Homogenizace tkané probihala pii 6°C
v homogenizatoru dle Pottera a Elvehjema v takovém mnozZstvi pufru P1, jehoZ objem
v mililitrech odpovidal ¢tyfnasobku vahy orgadnd v gramech. Homogenizace byla
uskutecnéna postupné, a to nejdfive v homogenizatoru s vétSim primérem, nasledné

v homogenizatoru s mensim prumérem.

Ziskany homogenat byl filtrovan pies gazu a centrifugovan 10 minut pfi 600 x g,
neboli 2 000 RPM (centrifuga K23, Janetzki, Némecko) ve vykyvném rotoru 4 x 70 ml, pii
chlazeni 4°C. Peleta byla rehomogenizovana v homogenizatoru s mensim primérem
v pufru P1, jehoz objem odpovidal hmotnosti jater a poté centrifugovana za stejnych
podminek. Supernatant byl uschovan. Oba ziskané supernatanty byly spojeny dohromady
a centrifugovany po dobu 20 minut pti 15 000 x g, tedy 13 500 RPM (centrifuga K24,
Janetzki, Némecko) v uhlovém rotoru 6 x 35 ml za chlazeni na 4°C. Kyvety byly plnény
do 2/3 vysky. Supernatant byl slit a centrifugovan pti 123 000 x g neboli 35 000 RPM
(ultracentrifuga Beckman Coulter Optima LE-80K) 75 minut v thlovém rotoru 6 x 64 ml
pti 4°C. Pro spravny chod ultracentrifugy bylo nutno kyvety plnit aZ po okraj a dokonale
vyvazit 1 s vicky na predvazkach. Cytosolarni supernatant byl odlit a zmrazen na -80°C.

Pelety byly opét resuspendovany v homogenizatoru s mensim primérem v pufru P2, a to
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v takovém mnozstvi, jenz odpovidalo dvojndsobné hmotnosti organi. Homogenat byl
centrifugovan pii 70 000 RPM po dobu 75 minut (ultracentrifuga Beckman Coulter Optima
LE-80K, USA) za chlazeni 4°C.

Ziskana peleta byla resuspendovana v pufru P3 v objemu odpovidajicimu
1/5 plivodni hmotnosti organii a rehomogenizovana pomoci malého homogenizatoru.
Vysledny mikrosomalni preparat byl pipetovan po alikvotech (1 ml) do mikrozkumavek
eppendorf a zmrazen v kapalném dusiku. Nasledné byly alikovoty uloZeny do mraziciho

boxu a skladovany pii -80°C.
3.3.3 Stanoveni obsahu cytochromu P450

Principem metody pro stanoveni obsahu cytochromu P450 v mikrosomalnich
preparatech je vyuziti charakteristické absorpce komplexu cytochromu P450
v redukovaném stavu s oxidem uhelnatym pii 450 nm®?. Na zakladé tohoto jevu se

provadi stanoveni koncentrace cytochromu P450 metodou diferenénich spekter®®.

Postup:

Do zkumavky bylo pipetovano 1960 pl pufru (0,1 M KH,POy; 2% glycerol;
pH 7.5) a bylo pfidano 40 pl vzorku mikrosomi. Redukce cytochromu P450 byla
uskute¢néna pridanim malého mnozstvi (~5 mg) dithioni¢itanu sodného. Smés byla
opatrné promichdna tak, aby v ni nevznikaly bubliny. Nasledné¢ byl vzorek rozdélen
po 1 ml do dvou kiemennych kyvet o optické draze 1 cm a na dvoupaprskovém pfistroji
Specord M42 (Carl Zeiss Jena, Némecko) byla proméfena zakladni linie (,,base line®)
vrozmezi 400 az 500 nm. Vzorkova kyveta byla nasledné sycena po dobu 60 sekund

proudem oxidu uhelnatého a prométeno diferen¢ni spektrum.

Koncentrace cytochromu byla vypoétena z nasledujiciho vztahu:

Cpyso = Aygso — Aa90/ Epyso - Fedéni  [uM]

Cpaso koncentrace cytochromu P450
A, absorbance pfi vinové délce x nm
£p4s0 molarni absorpéni koeficient cytochromu P450;

(e =0,091 mmol"-dm3'cm")
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3.3.4 Stanoveni koncentrace proteinu metodou dle Lowryho'"?
Principem tohoto stanoveni je reakce bilkovin s méd’'natymi ionty v alkalickém
prostiedi, (stabilizovanymi jako vinanovy komplex), pii které vznikaji ionty méd'né. Tyto
ionty mohou spolu s aromatickymi zbytky, které jsou pfitomny v bilkovin¢, fungovat jako
reduk¢ni ¢inidlo. Typicky modry komplex vznika po redukci fosfomolybdenanovych
a fosfowolframovych iontd, které jsou obsazeny ve fenolovém ¢inidle dle Folina
a Ciocalteaua. Modré zabarveni se stanovuje spektrofotometricky pfi 550 nm (Asso) a je

pfimo umérné koncentraci bilkoviny.
Postup:

50 pl vzorku bylo doplnéno destilovanou vodou do celkového objemu 0,5 ml.
Od kazdého vzorku byly ptipraveny triplety. Pak bylo pfidano 150 pl 2% (w/v) roztoku
deoxycholatu sodné¢ho a 150 pul 2 M NaOH. Roztok byl dikladné promichan pfi nizsich
otackach na dotykové michacce .,vortex™ a nechan stat 10 minut pii laboratorni teplote.
K roztoku byly dale ptidany 3 ml cerstvé piipraveného alkalického ¢inidla (0,5 ml
1% CuSO4. SH,0 (w/v); 0,5 ml 2% vinanu sodnodraselného (w/v); 49 ml 2% Na,CO;
(w/v)), v8e bylo opét promichano a ponechano stat 10 minut. Poté bylo ptidano 300 pl
komercniho Folinova ¢inidla, které bylo tésné pred pouzitim zfedéno 1:1 destilovanou

vodou. Po promichani se vzorky nechaly opét 30 minut stat.

Po 30 minutach byla ihned métena absorbance pii vinové délce 550 nm oproti
~slepému™ vzorku, ktery obsahoval misto roztoku bilkoviny 0,5 ml destilované vody.

Méteni bylo provedeno na pfistroji Spektromom 195D v kyvetach o optické draze 1 cm.

Paraleln¢ se vzorky byl taktéZ méfen vzorek obsahujici standard BSA
o koncentraci (1,6 mg/ml), ktery byl fedén do 0,5 ml destilovanou vodou 1:1 na nasledujici
koncentrace: 1.6 mg/ml az na 0,05 mg/ml. Ze ziskanych hodnot pro standard BSA byla
sestrojena kalibracni pfimka, ze které byla nasledné odectena koncentrace meéfeného

proteinu.
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3.3.5  Studium oxidace 3-ABA jaternimi mikrosomalnimi systémy

potkana, obsahujicimi cytochrom P450

Ke studiu metabolismu 3-ABA byly vyuzity mikrosomalni frakce jater potkana

1izolované ze tfi skupin laboratornich potkant.

Jednak z potkani premedikovanych B-naftoflavonem, dale fenobarbitalem a tieti

frakce byla 7 nepremedikovanych, tedy kontrolnich potkani.

3. 3. 5.1 Oxidace 3-ABA jaternimi mikrosomalnimi systémy potkana

+ Slozeni inkubaéni smési: 0.1 M KH;,POy4, pH 7,4
2 mM 3-ABA rozpustény v DMSO
10 mM NADPH
jaterni mikrosomy potkana (kontrolni;
indukované B-naftoflavonem, fenobarbitalem)
1 mM fenacetin
Postup:

Do inkuba¢ni smési o celkovém objemu 500 pl byl pipetovan fosfatovy pufr, dale
50 pul 10 mM NADPH (roztok NADPH byl pfipraven vzdy tésné pied ptipravou inkubaéni
smési), prislusné mikrosomy potkana v pl tak, aby vysledna koncentrace proteinu
v inkubac¢ni smési byla 0,5 mg/ml. VSe bylo promichano pipetou a reakéni smés byla
startovana pridanim 5 pl 2 mM 3-ABA. Smés byla opét dobfe promichdna a inkubovana
v otevienych mikrozkumavkach v termomixeru eppendorf pii 400 RPM po dobu

120 minut.

Reakee byla po piidani 5 pl 1 mM fenacetinu, jako vnitiniho standardu
a promichani na ,,vortexu™ ukoncena piidanim 500 pl ethylacetatu. Extrakce do tohoto
organického rozpoustédla probihala nasledovné: mikrozkumavky byly promichavany na
Minishakeru 1 po dobu dvou minut p#i 2 700 RPM. Nasledné byla smés centrifugovana na
centrifuze Micro Centaur pii 13 000 RPM po dobu tfi minut. Organicka faze, obsahujici
produkty reakce, byla odebrana a k vodné fazi bylo opét ptidano 500 pl ethylacetatu.

Stejnym postupem byla provedena druha extrakce.
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Ob¢ organické faze byly spojeny a odpafeny do sucha v digestofi (cca 3-4
hodiny). Odpatené vzorky byly uchovavany v mrazicim boxu pii -20°C. Takto byly vzdy
ptipraveny 2 paralelni vzorky a ke kazdé sad¢ vzorkli byla pfipravena kontrola bez
mikrosomi a bez NADPH. Vodné faze byly uchovavany v lednicce a pouzity pro dalsi

analyzu, kap.3.3.5.8.

Teésn¢ pred analyzou byly odparky vzorki ziskané extrakci ethylacetatem
rozpustény ve 30 pl methanolu. Produkty reakce byly separovany a kvantifikovany

vysokoucinnou kapalinovou chromatografii.
3. 3. 5.2 Studium ¢asové zavislosti oxidace 3-ABA jaternimi mikrosomalnimi systémy

a) Casova zavislost oxidace 3-ABA jaternimi mikrosomy potkana indukovaného

[-nafiofluvonem

b) Cusova zavislost oxidace 3-ABA jaternimi mikrosomy potkana indukovaného
fenobarbitalem
c) Casova zavislost oxidace 3-ABA kontrolnimi jaternimi mikrosomy potkana

(nepremedikovany potkan)

SloZeni inkubacnich smési bylo stejné jako v kap. 3.3.5.1., postup také, az na
dobu inkubace. V tomto experimentu byla ménéna doba inkubace, a to v nasledujicich

intervalech: 0 minut, 30 minut, 60 minut, 120 minut, 180 minut.

3.3.5.3 Oxidace 3-ABA jaternimi mikrosomalnimi systémy v ¢asovém intervalu

do 30 minut inkubace

Slozeni inkubac¢nich smési a postup prace byl stejny jako v kap. 3.3.5.1. Pro
presngjsi piedstavu o oxidaci 3-ABA byla rozsifena cCasova studie, a to nejdiive
o nasledujici doby inkubace: 0 minut, 10 minut, 20 minut, 30 minut.

JelikoZ 1 toto ¢casové rozsiteni nebylo dostacujici pro nésledujici kinetické studie,
pristoupili jsme k dal$imu rozsifeni ¢asové zavislosti o nasledujici doby inkubace: 0 minut,

3 minuty, 5 minut, 10 minut.
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3. 3. 5. 4 Kineticka studie oxidace 3-ABA jaternimi mikrosomy potkana
Kinetické studie oxidace 3-ABA mikrosomalnimi systémy byly provadény

za reak¢nich podminek popsanych v kap.3.3.5.1. Dle piedchozi Casové zavislosti byla
zvolena doba inkubace 5 minut. V této studii jsme ménili koncentraci 3-ABA v reakéni
smési, a to dle nasledujici skaly:

5 uM 3-ABA v reakéni smési

10 uM 3-ABA v reakéni smési

20 uM 3-ABA v reak¢ni smési

30 uM 3-ABA v reak¢ni smési

40 uM 3-ABA v reak¢éni smési

50 uM 3-ABA v reakéni smési

Byly pripraveny zasobni roztoky 2 mM 3-ABA a 5 mM 3-ABA, rozpusténé
v DMSO tak, aby v kazdé¢ inkubaci byl stejny objem vzorku obsahujiciho DMSO, tedy
S ul.

Vsechny vzorky byly vzdy ptipraveny ve dvou exemplafich a k nim byl pfipraven

jeden kontrolni vzorek, ktery neobsahoval mikrosomy.

3. 3. 5.5 Vliv pH na oxidaci 3-ABA pomoci jaternich mikrosomi potkani indukovanych

B-naftoflavonem, fenobarbitalem a kontrolniho (neindukovaného) potkana

SloZeni inkubac¢ni smési jako v kap. 3.3.5.1, doba inkubace byla 10 minut.
Zména oproti kap. 3.3.5.1 byla v pH pouzitého fosfatového pufru. Byly pouzity pufry
opH: 5.4;6.4; 7.4; 8.,4;9.4. Ke viem paralelnim vzorkim byly opét pfipraveny i kontrolni

vzorky bez mikrosom.

3.3.5. 6 Priprava vzorku pro HPLC, podminky separace a kvantifikace metaboliti
3-ABA HPLC

Pfiprava vzorku:

Odpaiené vzorky byly, tésné pfed analyzou, rozpustény ve 30 mikrolitrech
methanolu (FLUKA). Mikrozkumavka se vzorkem byla cca 40 sec. silné michana

na,vortexu™ a centrifugovana na centrifuze Micro Centaur po dobu 3 minut pfi
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13 000 RPM. Takto ptipraveny vzorek byl aplikovan automatickym davkovatem

(Autosampler injector dionex) na kolonu systému HPLC.

Podminky HPLC:

mobilni faze: 70% methanol (Fluka)
prutok: 0,6 ml/min

nastrik: 20 ul

teplota: 35°C

detekce: 254 nm

Za téchto podminek byla sledovana oxidace 3-ABA v kapitolach 3.3.5.1-3.3.5.7

3. 3. 5.7 Priprava vzorku standardii 3-ABA a 3-NBA pro HPLC
Priprava standardnich vzorki 3-ABA a 3-NBA:

S ul 2 mM 3-ABA bylo rozpusténo ve 30 pl methanolu, smés byla dikladne
promichana a analyzovana dle podminek HPLC uvedenych v kap.3.3.5.6. Pro detekci
elu¢niho ¢asu standardu 3-NBA bylo pouzito 5 ul 1 mM 3-NBA rozpusténého v 30 pl

methanolu. Smés byla opét diikladné promichana a analyzovana na HPLC.

3. 3. 5. 8 Studium vazby 3-ABA po jeho aktivaci mikrosomalnimi systémy na proteiny

3-ABA jc barevnou slouc¢eninou, rovnéz jako potencialni produkty jeho oxidace
mikrosomalnimi systémy. Pfi jeho oxidaci mikrosomalnim systémem muze dochazet
k vazbé reaktivnich metaboliti 3-ABA na protein. Lze predpokladat, Ze modifikovany
protein bude vykazovat jiné spektralni vlastnosti, nez mikrosomalni proteiny pavodni
(neindukované). Skute¢né mikrosomalni proteiny, modifikované aktivovanym 3-ABA,
vykazuji novy spektralni pas s maximem absorpce pti 360 nm. Proto jsme ke studiu vazby
3-ABA, (produkti jeho oxidace) na protein vyuzili vodné faze z jednotlivych inkubaci,

které jsme ziskali po odebrani extrahované organické faze dle kap. 3.3.5.1.

Mira vazby aktivovaného 3-ABA na protein pak byla uréena z poméru absorbance

daného vzorku proteinu pii 360 nm ku jeho koncentraci.

Proteiny jednotlivych vodnych fazi ziskanych po extrakci ethylacetatem byly
precipitovany pfidanim 3.5 ml acetonu. Takto precipitovana proteinova frakce byla

centrifugovana na centrifuze MLW 52.2T na rychlost 8 000 RPM po dobu 10 minut.
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Nasledné byla odstranéna acetonova frakce. Peleta na dné¢ zkumavky byla promyta 2 ml
acetonu aopét centrifugovdna na centrifuze MLW 522T za stejnych podminek.
Acetonovy supernatant byl opét odstranén a peleta byla promyta 1 ml 100% ethanolu.
Po dikladném promichani opét nasledovala centrifugace za stejnych podminek. Ethanol
byl odstranén a nakonec byla peleta promyta 1 ml 70% ethanolu. Smés s ethanolem byla

opét michana a centrifugovana jako za vyse uvedenych podminek.

Po centrifugaci a odstranéni ethanolu byly pelety vysuSeny proudem vzduchu
v digestofi. K vysusenym peletdam byl pfidan 1 ml 1 mM NaOH, a tato smés byla

pozvolné zahtivana ve vodni ldzni na max 60-70°C, az do rozpusténi proteinovych pelet.

Ve wvzorcich takto pfipravenych bylo méfeno absorpéni spektrum

na spektrofotometru Hewlett Packard E8454. Jako ..blank™ byl pouzit 1 mM roztok NaOH.

Krome spekter byl ve vzorcich stanoven i obsah proteinu, a to metodou dle
Lowryho!""?, Ze ziskanych hodnot byl ur¢en pomér mezi absorbanci vzorku pti 360 nm,
kde byl nalezen novy ,,pik* modifikovaného proteinu a koncentraci proteinu (A/c). Tento
pomér ilustruje vazbu aktivovaného 3-ABA na proteiny a je dale oznafovan jako

specificka vazba 3-ABA na proteiny.
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4. VYSLEDKY

4.1 Studium oxidace 3-ABA  mikrosomalnimi systémy,

obsahujicimi cytochrom P450, izolovanymi z jater potkana

Oxidace 3-aminobenzanthronu byla studovana pomoci mikrosomalnich systému
potkana obsahujicich cytochromy P450. P#i studiu 3-ABA byly pouzity mikrosomy
izolované z jater laboratornich potkanu, a to z potkani premedikovanych B-naftoflavonem
¢i fenobarbitalem. Ke studiu  byly pouzity i mikrosomy kontrolni, tedy

z nepremedikovanych potkan.

Mikrosomy indukované [-naftoflavonem obsahuji predevsim cytochromy P450
podrodiny 1A. Mikrosomy indukované fenobarbitalem obsahuji nejvice cytochromy P450
podrodiny 2B.

Produkty oxidace 3-ABA byly separovany pomoci vysokoucinné kapalinové

chromatografie (HPLC).

Zjistili jsme, Ze vSechny tfi uzivané mikrosomalni systémy, izolované z jater

laboratorniho potkana oxiduji 3-ABA na tii metabolity (Obr. 135, str. 48):
+ Metabolit oznacovany jako M14, ktery byl eluovan v retenénim ¢ase 14 minut

+ Metabolit oznacovany MI18, ktery byl eluovan v retenénim case 18 minut.

Struktura metaboliti M14 a M18 nebyla dosud charakterizovana.

+ Jako tieti metabolit, eluovany v retenénim cCase 25 minut, byl identifikovan

3-nitrobenzanthron (3-NBA).

Ostatni ,,piky* v chromatogramu na obrazku 15, str. 48 byly detekovany
1 v kontrolnich vzorcich (obsahujicich mikrosomy a NADPH bez 3-ABA). Jejich puvod
tedy netkvi v metabolismu 3-ABA. Na obrazku 16, str. 48 je uveden chromatogram
standardniho vzorku 3-NBA. Na obrazku 17, str. 48 je chromatogram standardniho vzorku
3-ABA, jehoz retenc¢ni Cas je 8 minut. Ziskané chromatogramy byly kvantitativné
vyhodnocovany pomoci integrace ploch ,.pik®, které reprezentuji jednotlivé produkty

reakce.
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Obr. 15 HPLC reakéni smési sledujici oxidaci 3-ABA juternimi mikrosomy potkana indukovaného

fenobarbitulem. Doba inkubace 120 minut, koncentrace 3-ABA 20 uM.

postupem popsanym v kapitole 3.3.5.6.

HPLC byla providéna

Obr. 16 HPLC stundardniho vzorku 3-NBA, (koncentrace 3-NBA 0,17 uM),
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postup dle kap. 3.3.5.7
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Obr. 17 HPLC stundardniho vzorku 3-ABA. (koncentrace 3-ABA 0,33 uM),
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4.1.1 Oxidace 3-ABA jaternimi mikrosomy potkana indukovaného:
B-naftoflavonem, fenobarbitalem a kontrolnimi mikrosomy

neindukovaného potkana

Reakéni smés sledujici oxidaci 3-ABA jaternimi mikrosomy, byla pfipravena dle
postupu viz. kap.3.3.5.1 a metabolity separovany pomoci HPLC. Plochy jednotlivych
.pikd byly kvantitativné vyhodnoceny pomoci integrace ploch ,piki“ a vztazené
na vnitini standard, fenacetin, (relativni plocha piku). Jak jiz bylo vySe uvedeno, jako
produkty oxidace jsme detekovali neznamy metabolit M14, eluovany v retenénim Case
14 minut, dale neznamy metabolit M18 eluovany v retenénim ¢ase 18 minut a 3-NBA,

ktery byl eluovan v retenénim ¢ase 25 minut.

Sledovali jsme 1 vazbu 3-ABA po jeho aktivaci mikrosomy na proteiny tohoto
subceluldrniho systému. Lze ptedpokladat, Ze pti vazbé aktivovaného 3-ABA na protein,
dojde vazbou ke zméné spektra modifikovanych proteinti. Vazba aktivovaného 3-ABA
na proteiny byla tedy sledovana pomoci prométeni spekter vodnych fazi, ziskanych po
extrakci inkubacni smési ethylacetatem. Pro ilustraci je na obrazku 18 (str. 50) ukazano
absorpcni spektrum takového vzorku. Jak je zobrazku 18a, str. 50 patrné, proteiny
modifikované aktivovanym 3-ABA, vykazuji novy absorp¢ni pas s maximem absorbance
pii 360 nm. Jako specifickou vazbu 3-ABA na mikrosomalni proteiny jsme pak oznacili
pomér absorbance pii 360 nm ku koncentraci proteinu dané vodné faze, ziskané po
extrakci inkubacni smési ethylacetatem. Koncentraci proteinu jsme stanovovali metodou

dle Lowryho"'?.
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Obr. 18 Absorpcni spekirum inkubacni smési sledujici oxidaci 3-ABA jaternimi mikrosomy potkana
indukovaného fenobarbitalem po extrakci ethylacetdatem (a) a spektrum analogické inkubacni smési

s 3-ABA, ule bez NADPH (koenzymu mikrosomdlniho monooxygenasového systému) (b).
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Vysledky

Zjistili jsme, ze zhlediska oxidace 3-ABA, jsou nejefektivnéj$im systémem
jaterni mikrosomy potkana indukovaného fenobarbitalem, (frakce ,,nabohacena™ CYP2B).
Pii oxidaci 3-ABA timto systémem dochazelo k jeho nejvétsi premeéne a tvorbeé metabolitu
M14 (Obr. 19). Jako dalsi efektivni systém byl pro oxidaci 3-ABA shledan jaterni
mikrosomalni systém potkana indukovaného [-naftoflavonem (frakce ,,nabohacena*
CYPIA1 a 1A2). V tomto piipadé se tvofil nejvice nejen metabolit M14, ale téz metabolit
MI18 (Obr. 19).

Plocha piku
1\\\§ T’
}
I

Kontrola BETA-NF MS PB-MS Kontroini MS
Typ mikrosom

Obr. 19 Oxidace 3-ABA jednotlivvmi typy jaternich mikrosomi potkana indukovaného
B-ndfiofluvonem, fenobarbitalem a mikrosomy nepremedikovaného potkana. SloZeni reakcni smési
Jje popsano v kapitole 3.3.5.1, doba inkubace byla 120 minut. Kontrolou je inkubacni smés bez
NADPH. Data v obrazku jsou pruméry a standardni odchylky urcené ze Fi paralelnich

experimentu.
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Vysledky

U jednotlivych typi mikrosomt jsme sledovali vazbu 3-ABA po jeho aktivaci danym
mikrosomalnim systémem na mikrosomalni protein. Vzhledem k tomu, Ze mikrosomalni
proteinova smés modifikovana aktivovanym 3-ABA vykazovala absorbanci pii 360 nm,

byla absorbance pfi této vinové délce uzita pro uré¢eni miry modifikace proteinti (Obr. 20).
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Obr. 20 Vazba 3-ABA po jeho aktivaci jaternimi mikrosomy potkana na proteiny. Jednotlivé vzorky
Jsou proteinové frakce ziskané po 120 minutové inkubaci s 3-ABA a po extrakci ethylacetdtem.
Kontrolou je inkubacni smés bez mikrosomi. Kontrolni MS jsou proteinové frakce z mikrosomi
kontrolniho potkana (neindukovaného). Data v obrdzku jsou pruméry a standardni odchylky urcené

ze IFi paralelnich experimentu.

Ze ziskanych vysledkl na obrazku 20 je patrné, ze nejvétsi vazbu aktivovaného 3-ABA na
protein zprostfedkovava jeho metabolismus jaternimi mikrosomy potkana indukovaného
B-naftoflavonem. Dale pak jaternimi mikrosomy potkana indukovaného fenobarbitalem.

Nejmén¢ aktivovaly 3-ABA enzymy mikrosomu potkant neindukovanych.
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Vysledky

4.1.2 Oxidace 3-ABA jaternimi mikrosomalnimi systémy potkana

v zavislosti na dobé inkubace

Reakéni smés byla pripravena dle kapitoly 3.3.5.2. a inkubovana za pfistupu
vzduchu za stalého tfepani (400 RPM), pii teploté 37°C po dobu 0, 30, 60, 120, 180 minut.
Produkty oxidace 3-ABA byly separovany pomoci HPLC.

a) Oxiduce 3-ABA juternimi mikrosomy potkana indukovaného B-nafioflavonem

Jak z vysledkii uvedenych na obrazku 21 vyplyva, je rychlost oxidace 3-ABA
zavisla na dob¢ inkubace reak¢éni smési. V pribéhu tficetiminutové inkubace je v reakci
spotiebovano vice nez 88.5 % 3-ABA. Ten je oxidovan za tvorby metabolitu M18, a to az
do doby inkubace 180 minut. Tvorba metabolitu M14 roste do doby inkubace reak¢ni

smési 30 minut, pak nasleduje pozvolny pokles tvorby tohoto metabolitu.

Tvorba metabolitu oxidovaného na amino skupiné 3-ABA, 3-NBA, dosahla
maxima pii 60 minutach inkubace, se vzristajicim ¢asem inkubace vSak dochazelo

k poklesu tvorby tohoto metabolitu.
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Obr. 21 Zavislost oxiduce 3-ABA juaternimi mikrosomy potkana indukovaného B-nafioflavonem na
dobé inkubace. SloZeni inkubacni smési dle kap. 3.3.5.2. Data v obrazku jsou priméry a standardni

odchylky urcené ze tFi paralelnich experimentu.
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Vysledky

Na obrazku 22 je uvedena vazba 3-ABA, popiipadé jeho metabolitl, na mikrosomalni
protein v zavislosti na dobé inkubace reakéni smési. S dobou inkubace rostla hodnota
absorbace jednotlivych proteinovych frakci az do 30 minut inkubace. Poté se mnozstvi

navazaného, aktivovaného 3-ABA na proteiny neménilo.
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Obr. 22 Vazba 3-ABA po jeho aktivaci jaternimi mikrosomy potkana indukovaného
B-naftofluvonem na mikrosomdlni proteiny. Data v obrdzku jsou pruméry a standardni odchylky

urcené ze 17 paralelnich experimentu.
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Vysledky

b) Oxiduce 3-ABA jaternimi mikrosomy potkana indukovaného fenobarbitalem

[ v pripadé¢ oxidace 3-ABA jaternimi mikrosomy potkana indukovaného
fenobarbitalem (Obr. 23) jsme zjistili, Ze rychlost oxidace 3-ABA je zavisla na dobé
inkubace reak¢ni smeési. V prvnich tficeti minutach inkubace je pfeménovano 97 %
3-ABA. Tato pfeména je o 10 % vyssi, nez v piipadé oxidace 3-ABA jaternimi mikrosomy
potkana indukovaného [-naftoflavonem. V tomto jaternim mikrosomalnim systému
potkana indukovaného fenobarbitalem je 3-ABA oxidovan za tvorby metabolitu M14, a to
s maximem jeho tvorby ve 30 minutach inkubace. Metabolit M18 se tvofil také, ale
v daleko mens$i mife, nez v systému oxidace 3-ABA jaternimi mikrosomy potkana
indukovaného B-naftoflavonem. Tvorba dalsiho metabolitu, 3-NBA, klesala v prvnich
tficeti minutach inkubace, po 60 minutach inkubace byl zaznamenan opét pozvolny nartst

tohoto metabolitu.
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Obr. 23 Zavislost oxidace 3-ABA jaternimi mikrosomy potkana indukovaného fenobarbitalem
v zavislosti na dobé inkubace. Slozeni inkubacni smési dle kapitoly 3.3.5.2. Data v obrdzku jsou

pruméry u standardni odchylky urcené ze t¢i paralelnich experimentu.
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Vysledky

Vazbu 3-ABA, ptipadné produkti jeho oxidace na proteiny jaternich mikrosomi
potkana indukovaného fenobarbitalem v zavislosti na dobé inkubace, ilustruje obrazek 24.
Se zvysujici se dobou inkubace rostla absorbance jednotlivych proteinovych frakci, coz

ilustruje narust aktivovaného 3-ABA.
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Obr. 24 Vuzbu 3-ABA po jeho aktivaci jaternimi mikrosomy potkana indukovaného fenobarbitalem
na mikrosomalni proteiny. Data v obrdzku jsou pruméry a standardni odchylky urcené ze i

paralelnich experimentu.
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Vysledky

c) Oxidace  3-ABA  jaternimi  mikrosomadlnimi  systémy  kontrolnich
(neindukovanych) potkanti

I v piipadé tohoto mikrosomalniho systému jsme zjistili, Ze je rychlost oxidace

3-ABA zavisla na dobé inkubace reakéni smési. Opét zde dochazelo ke preméne 3-ABA,
jeho ubytek ale nebyl tak efektivni, jako v ptedeslych ptipadech, kdy byly k oxidaci
3-ABA  pouzity jaterni mikrosomy potkana indukovaného [-naftoflavonem
a fenobarbitalem. Po tficetiminutové inkubaci je oxidovano okolo 60% 3-ABA. Jako
majoritni metabolit se tvoii metabolit M14 s maximem tvorby ve 120 minutach, pii delSim
case inkubace dochazelo k poklesu jeho tvorby. Metabolit M18 byl v tomto ptipadé také
tvofen, a jeho prirastek rostl s ¢asem inkubace. Oxida¢ni metabolit 3-NBA se v tomto
mikrosomalnim systému tvofil také. V porovnani s mikrosomalnim systémem potkana

indukovaného B-naftoflavonem byla ale jeho tvorba o tad nizsi (Obr. 25).
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Obr. 25 Zavislost oxiduce 3-ABA jaternimi mikrosomdlnimi systémy kontrolniho (neindukovaného)
potkana na dobé inkubace. Slozeni inkubacni smési dle kap. 3.3.5.2. Kontrolou je inkubacni smés
bez mikrosomu. Data v obrazku jsou pruméry a standardni odchylky urcené ze tri paralelnich

experimentu.

57



Vysledky

Na obrazku 26 je zobrazena zavislost vazby 3-ABA na mikrosomalni proteiny
na dob¢ inkubace reak¢ni smési po inkubaci 3-ABA kontrolnimi mikrosomy potkana. Byl
pozorovan ndrist absorbance proteinovych frakci pfi 360 nm s dobou inkubace reakéni
smési. Specificka vazba aktivovaného 3-ABA je vSak v tomto mikrosomalnim systému
040-50 % mensi, nez v pripadé¢ vazby 3-ABA v jaternich mikrosomalnich systému
potkana indukovaného [-naftoflavonem, a v systému jaternich mikrosomil potkana

indukovaného fenobarbitalem.
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Obr. 26 Vuzba 3-ABA po jeho aktivaci mikrosomdlnimi systémy kontrolniho (neindukovaného)
potkana na proteiny. Data v obrazku jsou pruméry a standardni odchylky urcené ze tri paralelnich

experimentu.

4.1.3 Oxidace 3-ABA jaternimi mikrosomalnimi systémy potkana

v ¢asovém intervalu do 30 minut inkubace

Z vysledk uvedenych v predeslych kapitolach vyplyva, Ze oxidace 3-ABA je
zavisla na dob¢ inkubace reakéni smési. U vSech tfech pouzitych mikrosomalnich systémi
jsme pozorovali, ze dochazi k efektivni oxidaci 3-ABA v ¢asovém rozmezi 0 aZz 30 minut
doby inkubace reakéni smési. Zaméfili jsme se proto na analyzu oxidace 3-ABA
v rozmezi tohoto ¢asoveého intervalu, abychom ziskali detailnéj$i a ucelenéjsi predstavu

o sledované reakci.

58



Vysledky

Reakéni smés byla ptipravena dle kapitoly 3.3.5.3. Inkubace probihala za pfistupu
vzduchu za stalého tfepani (400 RPM) na termomixeru eppendorf, pfi teplote 37°C
po dobu 0, 3, 5, 10, 20, 30 minut.

a) Oxidace  3-ABA  jaternimi  mikrosomy  potkana  indukovaného
[-naftoflavonem

Ze ziskanych vysledkl vyplyva, Ze rychlost oxidace 3-ABA je linearni po dobu

inkubace 5 minut, kdy se spotiebovalo 64% 3-ABA (Obr. 27). Po delsi dob¢ inkubace

3-ABA s jaternimi mikrosomy potkana indukovaného B-naftoflavonem pak jiz dochazelo

k nelinearni pieméné 3-ABA. Ubytku 3-ABA koresponduje piiriistek tvorby metabolitu

M14, k jehoz maximalni tvorbé dochazi pfi 20 minutach inkubace. Spolu s metabolitem

M14 se tvorily 3-NBA a metabolit M18.

B -ABA
. M4
14 ] 18

1,2-: [ 13-NBA
0.05 —-
0.04 —.
0.03 —:
0,02—-
0.01 —-
0,00 T .
10 20

T
kontrola 0 3 5

0.6 1
0.4 ]
0.2

Relativni plocha piku

| ]
30

Doba inkubace [min]

Obr. 27 Zavislost oxidace 3-ABA jaternimi mikrosomy potkana indukovaného [-naftoflavonem
na dobé inkubace reakcni smési(0 — 30 minut inkubace). SloZeni inkubacni smési dle kapitoly

3.3.5.3. Data v obrazku jsou pruméry u standardni odchylky urcené ze t¥i paralelnich experimentii.
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Vysledky

I pii této studii jsme sledovali vazbu 3-ABA na mikrosomalni proteiny po jeho
aktivaci jaternim mikrosomalnim systémem potkana indukovaného p-naftoflavonem
(Obr. 28). Vazba 3-ABA na proteiny je nizsi v porovnani s vazbou sledovanou pii delsi
dobé aktivace 3-ABA s timto mikrosomalnim systémem (Obr. 22, str. 54). Nizsi hodnoty
vazby 3-ABA na proteiny jsou pochopitelné (krat§i doba inkubace 3-ABA

s mikrosomalnim systémem).
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Obr. 28 Vuzba 3-ABA po jeho aktivaci jaternimi mikrosomy potkana indukovaného
P-ndfioflavonem na mikrosomdlni proteiny (0 — 30 minut inkubace). Data v obrazku jsou pruméry

a stundardni odchylky urcené ze t7i paralelnich experimenti.
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Vysledky

b) Oxiduce 3-ABA jaternimi mikrosomy potkana indukovaného fenobarbitalem

Oxidace 3-ABA jaternimi mikrosomy potkana indukovaného fenobarbitalem vede
do doby inkubace 3 minut k pieméné 79 %3-ABA (Obr. 29). Po dalSich dvou minutach
inkubace pak jiz bylo preménéno pouze 5 % 3-ABA. Majoritnim metabolitem, ktery se
v tomto systému tvofil byl metabolit M14, jeho tvorba byla linedrni do doby inkubace
S minut a maximum jeho tvorby bylo zaznamenano p#i 20 minutach inkubace reakéni
smési. Pozvolna stoupala i tvorba metabolitu M18. 3-NBA byl timto systémem také
tvofen, jeho tvorba rostla s ¢asem inkubace. Maximum tvorby 3-NBA bylo zaznamenano

pii 30 minutové inkubaci reak¢éni smési.
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Obr. 29 Zavislost oxidace 3-ABA jaternimi mikrosomy potkana indukovaného fenobarbitalem na
dobé inkubace (0 30 minut inkubace). SloZeni inkubacni smési dle kapitoly 3.3.5.3. Data

v obrazku jsou pruméry a stundardni odchylky urcené ze (i paralelnich experimentil.
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Vysledky

Vazba 3-ABA po jeho aktivaci jaternimi mikrosomy potkana indukovaného
fenobarbitalem byla sledovana i v této studii (Obr. 30). Hodnoty specifickych vazeb
3-ABA na proteiny jsou opét niz§i v porovnani s hodnotami ziskanymi z delsi ¢asové

aktivace 3-ABA s timto mikrosomalnim systémem (Obr. 24, str. 56).
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Obr. 30 Vuzbu 3-ABA po jeho aktivaci jaternimi mikrosomy potkana indukovaného fenobarbitalem
na mikrosomalni proteiny (0 — 30 minut inkubace). Data v obrazku jsou pruméry a standardni

odchylky urcené ze tFi paralelnich experimenti.

c) Oxiduce 3-ABA jaternimi mikrosomalnimi systémy kontrolnich (neindukovanych)
potkanu
Ze ziskanych vysledkd vyplyva, Ze oxidace 3-ABA jaternimi kontrolnimi mikrosomy,
z nepremedikovaného potkana, (Obr. 31, str. 63) ma linearni pribéh az do 5 minutové
inkubace reakéni smési. Pii inkubaci do péti minut se spotiebovalo 30,4 % 3-ABA, coz je
nejméné ze vSech pouzitych mikrosomalnich systémi. Majoritnim metabolitem, ktery se
tvofil za pouziti tohoto mikrosomalniho systému byl metabolit M14. Jeho tvorba
vykazovala maximum pfi 20 minutach inkubace reakéni smési. U metabolitu M18 byl
zaznamenan pozvolny pribéh jeho tvorby. Stejny prubéh tvorby byl zaznamenan
1v pfipadé 3-NBA. Oba zminéné metabolity (M18 a 3-NBA) se tvofily v prakticky

stejném mnozstvi.
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Obr. 31 Zavislost oxiduce 3-ABA kontrolnimi jaternimi mikrosomy potkana izolovanymi
z nepremedikovaného potkana (0 — 30 minut inkubace). SloZeni inkubacni smési dle kapitoly

3.3.5.3. Data v obrdzku jsou pruméry ua stundardni odchylky urcéené ze (i paralelnich experimentil.

Vazba 3-ABA po jeho aktivaci jaternimi mikrosoméalnimi systémy
z nepremedikovaného potkana na proteiny dosahuje nizSich hodnot (Obr. 32, str. 64), nez
v ptipad¢ jaternich mikrosomalnich systému potkana indukovaného p-naftoflavonem

a fenobarbitalem (Obr. 28, str. 60 a Obr. 30, str. 62).
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Obr. 32 Vazba 3-ABA po jeho aktivaci jaternimi kontrolnimi mikrosomy na proteiny (0 — 30
minut inkubace). Data v obrdazku jsou pruméry a standardni odchylky urcené ze tri paralelnich

experimentu.

4.1.4 Kinetika oxidace 3-ABA jaternimi mikrosomalnimi systémy

potkana v zavislosti na koncentraci 3-aminobenzanthronu

V experimentech sledujicich kinetiku oxidace 3-ABA byly pouzity mikrosomy
izolované z laboratorniho potkana, a to opét jaterni mikrosomy indukované
B-naftoflavonem, jaterni mikrosomy indukované fenobarbitalem a kontrolni jaterni

mikrosomy z nepremedikovanych potkant.

Reakéni smés byla pripravena dle kapitoly 3.3.5.4 tak, aby obsahovala roztok
3-aminobenzanthronu o vyslednych koncentracich 5, 10, 20, 30, 40 uM, doba inkubace
reakéni smési byla 5 minut, tedy takova pii které je rychlost oxidace 3-ABA v zasadé
linearni v zavislosti na reakénim ¢ase. Rychlost reakce lze tedy povazovat za pocate¢ni

rychlost, vyuzitelnou pro kinetické studie.
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Vysledky

a) Oxidace 3-ABA jaternimi mikrosomy potkana indukovaného fenobarbitalem

7 vysledk ilustrovanych na obrazku 33 je patrné, jak byl 3-ABA oxidovan
jaternimi mikrosomy potkana indukovaného fenobarbitalem v zavislosti na rozdilné
koncentraci 3-ABA v reakéni smési. Na obrazku 34, str. 66 je uvedena zavislost vyjadiena
v mnozstvi pfeménovaného (oxidovaného) 3-ABA na koncentraci 3-ABA v reakéni smési.

S rostouci koncentraci 3-ABA rostla i pfeména této slouceniny.
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Obr. 33 Oxiduce 3-ABA jaternimi mikrosomy potkana indukovaného fenobarbitalem v zavislosti
na koncentraci 3-ABA v reakcni smési. SloZeni inkubacni smési dle kapitoly 3.3.5.4. Doba inkubace
reakcni smési byla 5 minut. Data v obrdzku jsou pruméry a standardni odchylky urcené ze tri

paralelnich experimentil.
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Obr. 34 Zavislost oxidace 3-ABA jaternimi mikrosomy potkana indukovaného fenobarbitalem

nu koncentraci 3-ABA v reakcni smési.

Ze zjisténych hodnot mnozstvi preménéného 3-ABA byl sestrojen graf dvojnasobného

reciprokého vyneseni pro zjisténi hodnot Michealisovy konstanty Km a V.« (Obr. 35).
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Obr. 35 Dvojndsobné reciproké vyneseni rychlosti oxidace 3-ABA  jaternim mikrosomdlnim systémem

potkana, indukovaného fenobarbitalem, na koncentraci 3-ABA v reakcni smési
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Michealisova konstanta (Km) pro 3-ABA, oxidovany jaternimi mikrosomy
potkana indukovaného fenobarbitalem, ma hodnotu: 60,7 pM, hodnota V.« je rovna

19.7 nmol 3-ABA/min/mg proteinu.

b) Oxidace 3-ABA jaternimi mikrosomy potkana indukovaného (-naftoflavonem

Ze ziskanych vysledk(i uvedenych na obrazku 36 je patmé, jak byl 3-ABA
oxidovan jaternimi mikrosomy potkana indukovaného P-naftoflavonem v zavislosti na

zméné koncentrace 3-ABA v reakéni smési (Obr. 36).

I 3-ABA rezidualni,
po aktivaci mikrosomy

3.5 I 3-ABA kontrola
bez mikrosom{

3.0 H
g ]
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X
= ]
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~§ ' -
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Koncentrace 3-ABA [uM]

Obr. 36 Oxiduce 3-ABA jaternimi mikrosomy potkana indukovaného f-nafioflavonem v zavislosti
na koncentraci 3-ABA v reakcni smési. SloZeni inkubacni smési dle kapitoly 3.3.5.4. Doba inkubace
reakcni smési byla 5 minut. Data v obrdzku jsou pruméry a standardni odchylky uréené ze tri

puaralelnich experimentu.

Zavislost rychlosti oxidace 3-ABA na koncentraci 3-ABA v reakéni smeési je
vyjadfena na obrazku 37. S rostouci koncentraci 3-ABA v reakéni smési rostla i rychlost
oxidace (pfemény) této slouceniny, se saturaci pii 50 pM 3-ABA vreakéni smési.

(Obr. 37, str. 68).
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Obr. 37 Zavislost oxidace 3-ABA jaternimi mikrosomy potkana indukovaného [-nafioflavonem

na koncentraci 3-ABA v reakéni smési

Hodnota Michealisovy konstanty (Km) a maximalni rychlost reakce (Vyax) byla

ur¢ena z dvojnasobného reciprokého vyneseni rychlosti oxidace 3-ABA na jeho

koncentraci v reakéni smési (Obr. 38).

3.0

1/Relativni plocha piku

y =16,167x + 0,3168
R?=0,9987

0.05 " 0.0 0.15 " 0,20
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Obr. 38 Dvojndasobné reciproké vyneseni rychlosti oxidace 3-ABA jaternim mikrosomdinim

systémem potkana indukovaného p-naftoflavonem na koncentraci 3-ABA v reakcni smési
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Michealisova konstanta (Km) pro oxidaci 3-ABA, jaternimi mikrosomy potkana
indukovaného B-naftoflavonem, ma hodnotu: 51,0 pM a maximdlni rychlost reakce
oxidace 3-ABA timto mikrosomalnim systémem je rovna 14,2 nmol 3-ABA/min/mg

proteinu.

c) Oxiduce 3-ABA kontrolnimi jaternimi mikrosomy potkana

Ze ziskanych vysledku, uvedenych na obrazku 39 vyplyva, jak byl 3-ABA
oxidovan jaternim mikrosomdlnim systémem kontrolniho (nepremedikovaného) potkana.
pf1 zmén¢ koncentrace 3-ABA v reakéni smési. Byla pozorovana podstatné nizsi oxidace
3-ABA, neZ v pfipad¢ oxidace 3-ABA vysoce ucinnymi jaternimi mikrosomy potkana

indukovaného fenobarbitalem (Obr. 33, str. 65).

I 3-ABA rezidudini,

po aktivaci mikrosomy
I 3-ABA kontrola

bez mikrosomua

Relativni plocha piku 3-ABA
H
J U P BT SR A B B O S e )

o
N
|

0.0
0 10 20 30 40 50

Koncentrace 3-ABA [uM]

Obr. 39 Oxiduce 3-ABA jaternimi kontrolnimi mikrosomy potkana v zavislosti na koncentraci
3-ABA v reakcni smési. SloZeni reakcéni smési dle kapitoly 3.3.5.4. Doba inkubace reakcni smési
bylu 5 minut. Data v obrazku jsou pruméry a standardni odchylky urcené ze tFi paralelnich

experimentu.
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Obr. 40 Zavislost oxidace 3-ABA jaternimi kontrolnimi mikrosomy potkana na koncentraci 3-ABA

v reakcni smeési

Na obrazku 40 je zobrazena zavislost rychlosti oxidace 3-ABA na koncentraci

této slouceniny v reakéni smési. Zavislost vykazuje sigmoidalni charakter. K ur¢eni Km

bylo proto nezbytné pouzit Hillovo vyneseni, pro néz plati nasledujici rovnice!':

Vo= Var - IS/ K"+ [S]" [ umol/min]
Vo e e maximalni rychlost reakce
[S] ...........koncentrace substrdtu
A o Hilliw koeficient
Viois i pocatecni rvchlost reakce

.Zdanliva™ Michealisova konstanta K’ pro 3-ABA je rovna hodnoté 9,5 uM,
Hillav koeficient (n) pak hodnoté 1,9. Hillav koeficient se blizi k hodnoté 2. V soucasnosti

nelze rozhodnout. zda nalezeny Hillliv koeficient odpovida kooperativni vazbé 3-ABA na
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jednom z cytochrom( P450 ptitomnych v pouzitém mikrosomalnim systému nebo jestli je

3-ABA atakovano vice mikrosomalnich enzymu (cytochromi P450), které ho pteménu;ji.

4.1.5 Oxidace 3-ABA jaternimi mikrosomy potkana v zavislosti

na zméné pH

V této studii oxidace 3-ABA jaternimi mikrosomy potkana indukovaného
B-naftoflavonem, fenobarbitalem a kontrolnimi (neindukovanymi) mikrosomy jsme se
zamé&fili na vliv pH prostiedi, ve kterém probihala oxidace 3-ABA. Reak¢ni smés byla
pfipravena jak je uvedeno v kapitole 3.3.5.5, pouzity byly fosfatové pufry o pH: 5.4; 6,4;
7.4; 8.4; a 9.4. Inkubace reak¢ni smési probihala po dobu 10 minut, koncentrace 3-ABA
byla 2 mM.

a) Oxidace 3-ABA jaternimi mikrosomy potkana indukovaného [- naftoflavonem
v zavislosti na zméné pH

Ze ziskanych vysledki, které jsou zobrazeny na obrazku 41, str. 72 vyplyva, ze

k nejvétsi preméné 3-ABA jaternimi mikrosomy potkana indukovaného [-naftoflavonem

dochazelo pii pH 7.4. Naopak nejmensi pfeména 3-ABA timto mikrosomalnim systémem

probihala pfi pH 5.4. 3-NBA se nejvice tvofil pii pH 6,4. Nejmensi tvorba tohoto

oxidac¢niho metabolitu byla pozorovana pti pH 5.4.
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Obr. 41 Oxidace 3-ABA jaternimi mikrosomy potkana indukovaného f-naftoflavonem v zdavislosti
na zméné pH prostiedi. Slozeni inkubacni smési dle kapitoly 3.3.5.5. Data v obrdzku jsou priiméry

a standardni odchylky urcené ze t#i paralelnich experimenta.

b) Oxiduce 3-ABA jaternimi mikrosomy potkana indukovaného fenobarbitalem
v zavislosti na zméné pH

Ze ziskanych vysledkl zavislosti oxidace 3-ABA jaternimi mikrosomy potkana,
indukovaného fenobarbitalem na zméné pH prostredi vyplyva, Ze k nejvétsi preméné
3-ABA doslo v rozmezi pH 6,4 — 8.4 (Obr. 42, str. 73). K nejmensi pteméné 3-ABA timto
mikrosomalnim systémem doslo pii pH prostiedi 5,4. Nicméné pfeména 3-ABA byla pfi
tomto pH trojndsobna vic¢i mnozstvi oxidovaného 3-ABA jaternimi mikrosomy potkana,
indukovaného B-naftoflavonem (Obr. 41). Maximalni tvorba 3-NBA byla pozorovana pfi

pH 6.4.
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Obr. 42 Oxidace 3-ABA jaternimi mikrosomy potkana indukovaného fenobarbitalem v zavislosti

Mnozstvi spotfebovaného 3-ABA [nmol]
a mnozstvi vzniklého 3-NBA [nmol]

pH prostredi

na zméné pH prostiedi. SloZeni inkubacni smési dle kapitoly 3.3.5.5. Data v obrdzku jsou priuméry

a standardni odchylky urcené ze t¥i paralelnich experimenti.

c) Oxidace 3-ABA jaternimi kontrolnimi mikrosomy potkana (z nepremedikovaného

potkana) v zavislosti na zméné pH

Ziskané vysledky zavislosti oxidace 3-ABA jaternimi kontrolnimi mikrosomy
potkana jsou zobrazeny na obrazku 43, str. 74. K maximalni pfemén¢ 3-ABA timto
mikrosomalnim systémem dochazi pii pH 7,4. Naopak nejnizsi pteména 3-ABA byla
pozorovana pti pH 5,4. Oxidace 3-ABA kontrolnimi jaternimi mikrosomy potkana je, ve
srovnani s mnozstvim pfeménéného 3-ABA jaternimi mikrosomy potkana indukovaného
fenobarbitalem a B-naftoflavonem, nejméné efektivni. Pti pH 7,4 se pfeménilo o 25 %
3-ABA méné€ nez v pfipadé€ jaternich mikrosomtl potkana indukovaného fenobarbitalem.
Nejmensi pieména 3-ABA byla zaznamenéna pii pH prostiedi 5,4. Zajimavé zji§téni, které
ze soucasnych experimentd jeSt€¢ nemizeme vysvétlit, je zjisténi, Ze 3-NBA se nejvice

tvofil pti pH 9,4.
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Obr. 43 Oxidace 3-ABA kontrolnimi mikrosomy potkana v zavislosti na zméné pH prostredi.

SloZeni inkubacni smési dle kapitoly 3.3.5.5. Data v obrazku jsou pruméry a standardni odchylky

urcené ze t¥i paralelnich experimentil.
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S. DISKUSE

Vramci této diplomové prace jsme se zabyvali studiem metabolismu

aromatického aminu, 3-aminobenzanthronu®?

, scilem rozsifit poznatky o metabolismu
této pro Clovéka potencidlné toxické (karcinogenni) slouCeniny. Je znamo, Ze 3-ABA
ajeho parentalni sloudenina, karcinogenni 3-NBA, jsou schopné generovat adukty

s DNA®® 7103109 4 iniciovat tak patologické procesy v organismu.

Z predchazejicich studii je znamo, Ze kliCovym mistem metabolické aktivace
3-ABA je aminoskupina, na které dochazi k oxidaci na nestabilni a reaktivni N-hydroxy
amin (N-OH-ABA). Tento N-hydroxylamin pak tvofi nitreniovy ion, ktery bud’ sdm, nebo
pfeménény na karbeniovy ion, ochotné reaguje s nukleofilnimi centry DNA za tvorby
aduktd®® (Obr. 12). Takto je popsdna cesta metabolické aktivace zmin&né sloudeniny
pomoci cytochromi P450 1A1 a 1A2%% Nedavno byla také objevena metabolické aktivace
3-ABA katalyzovand peroxidasami. Rostlinna kienova peroxidasa, dale hovézi

laktoperoxidasa, lidska myeloperoxidasa™'"

a ov¢i COX1 byly pouzity jako modelové
peroxidasy. Adukty s DNA tvofené z3-ABA témito enzymy jsou shodné s adukty
tvofenymi z 3-ABA cytochromy P450 (Obr. 12). Mechanismus jejich tvorby vSak neni
totozny. V pfipad¢€ peroxidas predpokladame tvorbu imino- derivatu 3-ABA, ze kterého

pak jsou generovany nitreniové a karbeniové ionty.

V piedkladané diplomové praci jsme se zaméfili na studium jednak aktiva¢ni

cesty metabolismu 3-ABA, tak i na moZnou detoxika¢ni metabolickou cestu.

Ke studiu metabolismu 3-aminobenzanthronu byly pouzity jaterni mikrosomalni
systtmy potkana, a to potkana kontrolniho, (neindukovaného), dale potkana
premedikovaného B-naftoflavonem (frakce ,,nabohacena™ podrodinou cytochromu P450

1A) a fenobarbitalem (frakce ,,nabohacena“ podrodinou cytochromu P450 2B).

Bylo zji§téno, Ze vSechny tii mikrosomalni systémy, obsahujici cytochromy P450,
oxiduji 3-ABA na 3 metabolity. Na metabolit oznateny M14, eluovany piit HPLC v ¢ase
14 minut, metabolit ozna¢eny M18, eluovany pii HPLC v reten¢nim ¢ase 18 minut, téetim
metabolitem byl pfi HPLC eluovanym v retenénim ¢ase 25 minut 3-nitrobenzanthron
(oxida¢ni prekurzor 3-ABA). Struktura metabolitdi MI14 a MI18 nebyla dosud

charakterizovana. Nicméné lze predpokladat, Ze se jedna o metabolity, které mohou byt
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metabolity 3-ABA, oxidované na uhlicich aromatickych kruhti 3-ABA nebo N-OH-ABA.
O posledni zminéné slouceniné vSak lze predpokladat, Ze je nestabilni, a tedy obtiZné
detekovatelnd metodami uzitymi v naSich experimentech. Domnivime se tedy, Ze

N-OH -ABA neni ani metabolitem M14 ani M18.

Oxidace 3-aminobenzanthronu jaternimi mikrosomalnimi systémy byla sledovana
zn€kolika hledisek. Jednim zhledisek byla casova zavislost inkubace 3-ABA
s mikrosomalnimi systémy. DalSim hlediskem, které bylo posuzovano, byla oxidace
3-ABA mikrosomy pii zméné koncentrace této slouceniny v reakéni smési. Poslednim
hlediskem, sledovanym pii oxidaci 3-ABA jaternimi mikrosomy potkana, byl vliv pH

reak¢niho prostfedi na metabolismus 3-ABA.

Bylo zjisténo, Ze nejvice efektivnim oxida¢nim systémem 3-ABA jsou jaterni
mikrosomy potkana indukovaného fenobarbitalem (indukce cytochromi P450 2B). Pii
pouZiti tohoto systému dochédzelo k nejvétsi preméné 3-ABA. Majoritné tvofenym
metabolitem byl metabolit M14. U tohoto mikrosomalniho systému mtZeme piedpokladat
detoxikacni metabolickou cestu, a to proto, Ze za jeho pouZiti sice dochazi k velké pfeméné
3-ABA, ale k nizké vazb& aktivovaného 3-ABA na DNA®™ % 1% T4 bylo zjisténo

v piedchozi studii provadéné v nasi laboratoi®®.

Této skuteCnosti odpovidaji i vysledky vysetfené pii studiu modifikace
mikrosomalnich proteini v prib&hu oxidace 3-ABA jaternimi mikrosomalnimi systémy
potkana. Vazba aktivovaného 3-ABA je v jaternich mikrosomech potkana indukovaného

fenobarbitalem niz$i nez v jaternich mikrosomech potkana indukovaného B-naftoflavonem.

Druhym efektivnim systémem byla jaterni mikrosomalni frakce potkana,
indukovaného B-naftoflavonem (indukce cytochromu P450 1A1, 1A2). Jiz dfive bylo
zjisténo, Ze pfi pouZiti tohoto mikrosomalniho systému dochazi k aktivaci 3-ABA za

efektivni tvorby aduktt s DNA®* %9,

Kontrolni mikrosomalni systém, izolovany z jater potkana, oxidoval 3-ABA na jiz
zminéné metabolity, ale s nejmensi ucinnosti. V kinetické studii v tomto systému byly

nalezeny kinetiky vykazujici sigmoidalni kinetické zavislosti.

Jak jiz bylo zminéno, zabyvali jsme se také studiem vazby 3-ABA po jeho
aktivaci mikrosomalnim systémem na mikrosomalni proteiny. Produkty oxidace se mohou

podobné jako na DNA®>%9 vazat t¢7 na protein. Nejvétsi vazbu jsme pozorovali v piipadé

76



Diskuse

jaternich mikrosom potkana premedikovaného B-naftoflavonem. Jak jiz bylo vyse
uvedeno, tato skute¢nost odpovida aktivaéni metabolické cesté 3-ABA, na které nejvice

participuji cytochromy P450 1A1 a 1A2.
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6. SHRNUTI A ZAVER

Z vysledkl uvedenych v diplomové praci vyplyva, Ze se podatilo splnit vytycené

cile.

Zjistili jsme, Ze vSechny tfi jaterni mikrosomalni systémy (potkana indukovaného
B-naftoflavonem, fenobarbitalem a kontrolni mikrosomy z neindukovaného potkana)
pouZité v této studii oxiduji 3-ABA za vzniku tii metaboliti. Jednim metabolitem je
oxidacni prekurzor 3-ABA, 3-nitrobenzanthron. Struktura dvou dalSich metaboliti M14
a M18 nebyla dosud charakterizovana. Jejich charakterizace bude viak pfedmétem dalSich

studii.

Nejefektivnéjsim systémem z hlediska oxidace 3-ABA jsou jaterni mikrosomy
potkana indukovaného fenobarbitalem. V pfipad¢ tohoto mikrosomalniho systému
predpokladame detoxikaéni metabolickou cestu 3-ABA zprostiedkovanou cytochromy
P450 podrodiny 2B, které jsou fenobarbitalem indukovany. V tomto systému byly
pozorovany niz$i hodnoty vazby aktivovaného 3-ABA na mikrosomélni proteiny, coz

podporuje vyse zminény piedpoklad.

Druhym efektivnim systémem oxidujicim 3-ABA jsou jaterni mikrosomy potkana
indukovaného B-naftoflavonem. V tomto systému se ale pravdépodobné jedna piedevsim
o aktivaéni metabolickou cestu 3-ABA zprostiedkovanou cytochromy P450 1A1 a 1A2
indukovanymi B-naftoflavonem. Uvedeny studovany systém vykazoval vys$§i vazbu
aktivovaného 3-ABA na mikrosomalni proteiny. Takovy jev koreluje s tvorbou adukti této
slou¢eniny s DNA.

Vsechny uvedené skute¢nosti vyzdvihuji vyznam studia této slouceniny. V dalSich
studiich bude nutné zabyvat se i pisobeni dal§ich podrodin cytochromu P450 na oxidaci
3-aminobenzanthronu, a tim ucelit pfedstavu o jeho metabolismu a genotoxickych uc¢incich

na ¢lovéka.
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